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1. El sistema del complemento. 
El sistema del complemento es una parte esencial del sistema inmune 
innato, actuando como una primera línea de defensa frente a infecciones. El 
complemento es también un modulador importante de la respuesta inmune 
adaptativa. 
Desde su descubrimiento a finales del siglo XIV como un agente del suero 
termolábil que “complementaba” la acción bactericida y hemolítica de los 
anticuerpos, el conocimiento sobre los componentes del complemento, su 
activación y sus implicaciones fisiológicas continúa ampliándose.1, 2
Las funciones principales del complemento pueden resumirse de la 
siguiente manera:1, 3-5
Defensa frente a infecciones. La eliminación de patógenos puede 
realizarse directamente por lisis mediada por el complemento, o 
mediante mecanismos de opsonización y fagocitosis. La liberación de 
anafilotoxinas desencadena procesos de quimiotaxis, especialmente 
sobre leucocitos, y estados pro-inflamatorios en el lugar de la infección. 
Función inmunorreguladora. El complemento participa en la 
modulación la respuesta inmune adaptativa; potenciando la respuesta 
humoral e incrementando la memoria inmunológica, estimulando la 
proliferación de linfocitos B y modificando la inmunidad dependiente de 
linfocitos T. 
Eliminación de inmunocomplejos y de los productos del daño 
inflamatorio. Eliminación de restos apoptóticos. 
1.1. La activación del complemento. 
El sistema del complemento está formado por un conjunto de unas 30 
proteínas plasmáticas y de membrana, organizadas en cascadas que se inician 
frente a señales específicas presentes en los patógenos y las superficies 
extrañas. Las proteínas del complemento pueden dividirse en componentes, 
formando parte de las cascadas de activación; o reguladores, ejerciendo un 
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riguroso control sobre ellas. La activación del complemento tiene lugar de 
forma secuencial a través de la generación de enzimas activas a partir de 
zimógenos de serín proteasas. La cascada de activación se irá amplificando, al 
generarse en cada paso un gran número de moléculas activadoras del paso 
siguiente.5, 6
Dependiendo del elemento que desencadene la activación inicial del 
complemento, podemos distinguir tres vías: la clásica, la de las lectinas y la 
alternativa. Todas ellas se encuentran interconectadas y convergen en la 
formación de unos complejos enzimáticos, denominados convertasas de C3. 
Estos complejos tienen como sustrato el componente central del complemento, 
la molécula de C3 (figura 1). El C3 es hidrolizado a C3b, que se une a las 
superficies y actúa de etiqueta, señalizando dónde se va a prolongar la 
activación del complemento, que terminará en una vía común, la vía lítica. Esta 
vía terminal da lugar a la formación de un complejo de ataque en las superficies, 
que causará la destrucción de la célula. Las proteínas reguladoras actúan 
sobre las enzimas, controlando de manera estricta la activación del 
complemento, localizándola sobre las superficies extrañas a eliminar, y 
evitando el daño en el tejido propio.7
Clásica
Complejos Ag-Ig
Lectinas
Carbohidratos de
superficie
Alternativa
Activación basal
C3
C3b
Modulación de la 
respuesta inflamatoria 
(C3a, C5a)
Opsonización y fagocitosis
Lisis de patógenos 
(MAC)
Solubilización de inmunocomplejos
y restos apoptóticos
Convertasa de C3
(C4b2a)
Amplificación de la 
vía alternativa
Convertasa de C3
(C3bBb)
Figura 1. Papel central de la convertasa de C3 en el sistema del complemento. Las 
tres vías de activación, la clásica, de las lectinas y la alternativa, convergen en la 
formación de los complejos convertasa de C3 (C4b2a y C3bBb), encargados de hidrolizar 
el componente C3 a C3b. La generación de C3b conduce a las diferentes funciones del 
complemento y a la amplificación de la respuesta a través de la vía alternativa.
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1.1.1. La vía clásica. 
La vía clásica (CP) fue la primera en ser descubierta y se inicia por la 
formación de inmunocomplejos de IgM y de ciertos isotipos de IgG. Estos 
inmunocomplejos son reconocidos por el primer componente del complemento, 
C1, un complejo formado por la proteína globular C1q y las enzimas C1r y C1s, 
asociadas de manera dependiente de Ca2+. La alta afinidad de C1q por las 
regiones de la fracción constante de las inmunoglobulinas, da lugar a que las 
enzimas C1r/C1s se activen.8, 9
La proteasa C1s hidroliza consecutivamente los componentes C4 y C2, 
produciéndose dos fragmentos grandes, C4b y C2a, y dos pequeños, C4a y 
C2b. El C4b, a través de un grupo tioéster que se expone al ser activada la 
molécula, se une covalentemente a las superficies celulares y proteínas 
adyacentes que desencadenan la activación. C4b se une al fragmento C2a, 
formando la convertasa de C3 de la CP (C4bC2a), siendo esta última molécula 
el centro activo del complejo.10, 11 C4bC2a hidroliza numerosas moléculas de 
C3, originando C3b que, análogamente a C4b, expone un grupo tioéster 
reactivo que le permite unirse a las superficies. El C3b depositado asegura la 
amplificación de la activación del complemento hacia la vía lítica (figura 2). 
1.1.2. La vía de las lectinas. 
La lectina de unión a manosa (MBL) y determinadas ficolinas, son proteínas 
oligoméricas estructuralmente similares a C1q, y tienen afinidad por ciertos 
carbohidratos presentes en las glicoproteínas y glicolípidos de la superficie de 
los patógenos. Las MBL y ficolinas circulan en el suero asociadas a proteínas 
de unión a MBL (MASP1, MASP2, MASP3 y MAP19), que son unas serín 
proteasas equivalentes a C1r y C1s.11
El reconocimiento y la unión a los carbohidratos de los patógenos induce 
cambios conformacionales en estos complejos permitiendo la activación de las 
MASP2, que hidrolizan los componentes C4 y C2 de la CP.5 De igual modo, la 
activación por la vía de las lectinas (LP) da lugar a la formación de la 
convertasa C4bC2a. La actividad de este complejo, idéntico al de la CP, 
desemboca igualmente en la vía lítica (figura 2). 
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1.1.3. La vía alternativa. 
La tercera vía del complemento, la vía alternativa (AP), se encuentra 
constitutivamente activada y la presencia de ciertas moléculas, como 
carbohidratos, lípidos y proteínas en las superficies extrañas aceleran su 
activación. El mecanismo que mantiene activa la AP, conocido como tick over, 
asegura una respuesta rápida del sistema del complemento, que 
constantemente estará preparado para ser activado.5 El componente C3 es 
prácticamente inerte en su forma nativa, no tiene apenas ligandos. Sin 
embargo, una pequeña fracción de estas moléculas se hidrolizan sin necesidad 
de un corte proteolítico por la convertasa de C3, exponiendo nuevos sitios de 
unión. Estas moléculas, C3H2O, unen de manera dependiente de cationes Mg2+
la serín proteasa factor B (fB). fB es posteriormente hidrolizado por otra serín 
proteasa, factor D (fD) liberándose un fragmento pequeño, Ba, y quedando el 
de mayor tamaño, Bb, que contiene el centro catalítico, unido a C3H2O. Se 
forma así un complejo, una convertasa inicial (C3H2OBb), que está presente en 
la fase fluida del plasma en muy baja proporción. C3H2OBb es capaz de 
hidrolizar moléculas de C3 y generar C3b. El nivel basal del mecanismo de tick 
over está sujeto a la corta vida media de estos complejos convertasa, que se 
disocian rápidamente, y también a la actuación de los reguladores del 
complemento. El C3H2O posee prácticamente las mismas propiedades 
funcionales que C3b por lo que podrá ser igualmente inactivado.10, 12
El fB plasmático puede unirse a las moléculas de C3b generadas por la 
convertasa inicial, formando la pro-convertasa de C3 (C3bB), y ser activado por 
fD, dando lugar a la convertasa de C3 de la AP (C3bBb). El producto de la 
hidrólisis de C3 por esta convertasa genera más C3b, que junto con el 
producido por las convertasas de la CP y LP, podrá formar a su vez más 
complejos convertasa. De esta forma, se establece un bucle de 
retroalimentación que asegura la amplificación de la respuesta, que será muy 
rápida una vez es activada la AP del complemento.10, 12
La alta inestabilidad de los complejos convertasa se ve contrarrestada por la 
properdina (P), una proteína oligomérica que se asocia a las superficies 
extrañas y de las células apoptóticas. La P es el activador fisiológico de la AP, 
se une directamente a C3bB y C3bBb, estabilizando los complejos e 
impidiendo su rápida disociación. También tiene afinidad por el C3b soluble, 
sirviendo de base para el ensamblaje de la convertasa. Además juega un papel 
fundamental en la eliminación de los restos apoptóticos (figura 2).13
INTRODUCCIÓN 
 13
1.2. La convertasa de C5 y la vía terminal. 
La convertasa de C3 de la CP y la LP (C4bC2a) y de la AP (C3bBb) realizan 
un corte proteolítico sobre el C3 circulante en el plasma, liberándose un 
fragmento pequeño, C3a y originando C3b. El C3b, tras sufrir un cambio 
conformacional, expone un grupo tioéster que reacciona con las superficies 
adyacentes, uniéndose de manera covalente a ellas. Este C3b depositado 
actúa como opsonina, ayuda en la fagocitosis y participa en la amplificación de 
la activación del complemento. Además, el C3b puede unirse a las convertasas 
de C3 de las tres vías, dimerizando con el C4b o el propio C3b de los 
complejos, y dando lugar a las convertasas de C5, C4bC2aC3b y C3bBbC3b. 
La adición de esta molécula de C3b sobre las convertasas de C3 cambia la 
especificidad por el sustrato de los centros activos, situados en C2a y Bb, que 
pasa a ser el componente C5.14
El C5, que pertenece a la misma familia de proteínas que C3 y C4 y que 
comparte una estructura primaria, es hidrolizado por las convertasas de C5 y 
se corta en los fragmentos C5b y C5a. Este último, junto con el C3a producido 
por las convertasas de C3, se liberan en el plasma y son potentes 
anafilotoxinas. La generación de C5b activa un proceso no enzimático de 
ensamblaje de los componentes finales del complemento, C6 a C9, y que 
termina en la formación de un complejo multimolecular con capacidad citolítica, 
o complejo de ataque a membrana (MAC).15
En primer lugar se forma un complejo C5b-6, que permanece débilmente 
unido a C3b y sobre el que se incorpora C7. El complejo trimolecular C5-7 se 
vuelve anfipático y se trasfiere a la membrana. C5b-7 anclado en la bicapa 
lipídica une C8 dando lugar a un complejo tetramolecular, C5-8, que funciona 
como receptor de múltiples moléculas de C9. Todos estos componentes 
constituyen el MAC, un poro de unos 30 nm que produce lesiones críticas en la 
membrana celular que alteran su permeabilidad y ocasionan la lisis osmótica 
de las células (figura 2).16
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Figura 2. Vías de activación de complemento. La CP se inicia por la presencia de 
complejos antígeno-anticuerpo (Ag-Ig) y la LP por el reconocimiento de carbohidratos de 
superficie (CH2O)n. La AP se encuentra constitutivamente activada gracias al mecanismo 
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de tick over, en el cual se forma una convertasa en fase fluida de manera espontánea. Las 
tres vías convergen en la hidrólisis del componente C3 por las convertasas de C3 
generando C3b, implicado en las diversas funciones del complemento. El propio C3b 
forma parte de la convertasa de C3 de la AP, dando lugar a un bucle de amplificación de la 
activación de esta vía. El C3b depositado sobre las convertasas de C3 genera las 
convertasas de C5. La hidrólisis del componente C5 inicia la vía terminal, que 
desencadena en la formación del MAC ocasionando la lisis osmótica en el patógeno.
Las anafilotoxinas C3a y C5a actúan en la respuesta inflamatoria, 
induciendo la degranulación de neutrófilos y mastocitos. Además, junto con 
otros señalizadores, modulan la respuesta inmune adaptativa. Las células 
dendríticas y los linfocitos T expresan receptores para C3a y C5a, que 
participan en la interacción de estas células y en la presentación de antígenos. 
También juegan un papel importante en la proliferación y supervivencia de 
linfocitos T.17
1.3. La convertasa de C3 de la vía alternativa. 
La convertasa de C3 de la AP, C3bBb, es crucial dentro de las cascadas de 
activación, ya que es el complejo enzimático encargado de amplificar la 
respuesta una vez es activado el complemento. Para describir el mecanismo de 
formación de la convertasa C3bBb es preciso comentar algunos aspectos 
moleculares de sus componentes, C3b y fB. 
1.3.1. C3/C3b. 
El C3 es el componente más abundante del complemento (700 - 1200 
µg/ml). Es una proteína globular de 190 KDa cuya forma secretada está 
compuesta por dos cadenas, a y b, de 110 y 75 KDa respectivamente, 
conectadas por un puente disulfuro.18
La principal característica de C3 es la presencia de un grupo tioéster interno 
que se encuentra inaccesible y es incapaz de reaccionar en la molécula nativa. 
El grupo tioéster, una vez expuesto tras la activación proteolítica de C3 a C3b, 
es muy reactivo con los grupos nucleofílicos, incluyendo el agua y moléculas 
que contengan grupos hidroxilo o amino. El resultado es una unión covalente a 
través de un enlace éster o amida sobre las superficies adyacentes.19
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Las dos cadenas de C3, a y b, se organizan en 13 dominios perfectamente 
diferenciados (figura 3). Ambas cadenas configuran un núcleo compuesto por 
8 dominios macroglobulina (MG 1-8), que forman un anillo. En la región N-
terminal de la cadena α, un dominio anafilotoxina (ANA o C3a), liberado tras el 
corte proteolítico de C3 a C3b; un dominio denominado CUB (complement
C1r/C1s, VEGF, BMP1) que conecta el anillo de MG con un dominio que 
contiene el enlace tioéster (TED); y en la región C-terminal de la misma cadena 
el dominio C345c (complement C3, C4 and C5 C-terminal). La escisión del 
fragmento C3a, exclusivo de C3, genera el dominio a-NT, que será funcional en 
C3b.19
La estructura a resolución atómica del C3 y del C3b de la especie humana 
se ha resuelto por medio de cristalografía, lo que ha ayudado a comprender los 
cambios conformacionales que sufre la molécula de C3 tras su activación a 
C3b.20, 21 El dominio ANA (o C3a) se encuentra estabilizando la molécula de C3 
en su forma nativa, y su liberación, con la consecuente generación del extremo 
a-NT, causa una serie de cambios conformacionales característicos de la forma 
funcionalmente activa, C3b. El cambio más singular, como ya se ha comentado 
anteriormente, es la exposición del grupo tioéster hacia el medio soluble, que 
se produce por un desplazamiento del dominio TED hacia afuera de la 
molécula, alejándose del anillo de MG. Otros cambios se producen a nivel de 
los dominios MG 7 y 8, C345c, CUB y el a-NT (figura 3).19
El reordenamiento de los dominios en C3b a de generar también los sitios 
de unión de fB, imprescindibles para la formación de la convertasa de C3. Los 
dominios de C3b implicados en la interacción con fB son a-NT, C345c y CUB. 
Este último dominio parece jugar un papel importante en el mantenimiento de la 
estructura que permitirá la interacción entre C3b y fB en la pro-convertasa, 
C3bB. Estos sitios de unión, que sufren importantes cambios conformacionales, 
no están accesibles en la estructura de la molécula de C3, lo que explica por 
qué esta no es capaz de formar una convertasa. El dominio TED, cuya 
orientación y localización sufre un cambio importante, no parece participar en la 
formación de la convertasa.19
La molécula iniciadora del mecanismo de tick over, C3H2O, posee las 
mismas propiedades funcionales que C3b, y ha de sufrir cambios 
conformacionales que la llevan a una configuración similar a la de C3b tras la 
hidrólisis del grupo tioéster interno. Es por esta razón, que C3H2O pierde la 
capacidad de unirse a las superficies biológicas.22
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Figura 3. Estructura de C3 y C3b. Se muestra un diagrama representado de forma lineal 
las cadenas α y β, conteniendo los 13 dominios de la molécula de C3. Debajo, estructura a 
resolución atómica de C3 (PDB ID 2A73) y C3b (PDB ID 2I07) tras su activación por la 
convertasa de C3. El cambio estructural más importante se da a nivel del dominio TED, y 
también en los dominios CUB y C345c. Los sitios de corte de la hidrólisis de C3 a C3b y de 
la inactivación de C3b (flechas), así como los residuos que configuran el grupo tioéster 
(círculo rojo) están situados en el diagrama. 
1.3.2. Factor B. 
El fB es una serín proteasa de 90 KDa que circula en el plasma en forma de 
zimógeno inactivo, y su concentración en la especie humana es de unos 180 
µg/ml.23 fB cataliza la reacción central en la amplificación de la activación del 
complemento, la hidrólisis de C3, siendo altamente específica para los 
sustratos C3 o C5. 
El fB está compuesto por 5 dominios estructurales que pueden dividirse en 
una región N-terminal no catalítica, denominada Ba, que se compone de 3 
dominios SCR (short consensus repeats), y una región C-terminal catalítica. 
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Esta última, Bb, está compuesta por un dominio Von Willebrand de tipo A (vWA) 
y un dominio serín proteasa (SP), que contiene la triada catalítica. Ba y Bb 
están conectados por una región de unión o linker de 45 residuos que contiene 
un sitio de corte (figura 4).24
La activación de la serín proteasa fB se realiza en dos pasos. Primero se da 
una asociación dependiente de Mg2+ con su cofactor, C3b, para formar la pro-
convertasa C3bB. En este ensamblaje intervienen los SCRs de Ba y un sitio 
MIDAS (metal ion-dependent adhesion site) presente en el dominio vWA de la 
subunidad Bb.25, 26 Este motivo hace que la interacción C3b-fB sea dependiente 
de cationes Mg2+. En un segundo paso se produce la proteólisis y liberación de 
Ba. La serín proteasa, fD, realiza un corte en el sitio de la región linker dejando 
Bb en el complejo y dando lugar a la convertasa activa C3bBb.27
Gracias a la estructura atómica disponible de fB y del fragmento Bb es 
posible aclarar algunos aspectos moleculares en la activación de fB.24, 28 La 
pro-enzima fB sufre una serie de cambios conformacionales al pasar de una 
forma soluble e inactivak, a otra asociada a C3b que puede ser proteolizada 
por fD. La región linker parece tener un papel clave en este proceso. En primer 
lugar, el fB soluble presenta los tres SCRs de Ba plegados hacia Bb, de 
manera que la hélice a de la parte N-terminal de la región linker (aL), queda 
incorporada totalmente en el dominio vWA. La aL desplaza la hélice a7 del 
dominio vWA de la posición que ocupa en el fragmento Bb, adoptando una 
conformación bloqueada en la que el sitio MIDAS pierde la capacidad de unir 
cationes divalentes (figura 4). Estas estructuras, a7 y MIDAS, son esenciales 
en la funcionalidad de los dominios tipo vWA. Por otro lado, el sitio de corte, en 
la región C-terminal del linker, permanece unido entre las hélices aL y a7, 
quedando inaccesible a fD en el fB soluble. 
No se conocen completamente los eventos que han de producirse en la 
formación de una convertasa C3bBb activa. Sin embrago, el cambio 
conformacional de la molécula es necesario, y parece ser suficiente para que 
se produzca la recolocación de las hélices αL y α7, lo que permitirá la 
configuración del sitio MIDAS para la unión estable dependiente de Mg2+ a C3b. 
Una consecuencia importante es que el sitio corte en la región linker quedaría 
expuesto, siendo susceptible a la acción proteolítica de fD. El dominio catalítico, 
SP, que contacta con vWA a través de a7 y de aL se reorienta al producirse el 
corte de Ba (figura 4). Esta reorientación no afecta al centro activo, que es muy 
similar en fB y Bb, y que parece ser activado por la unión con el sustrato.19
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Figura 4. Estructura de factor B y Bb. Se muestra un diagrama representando de 
manera lineal los 5 dominios de fB, comprendidos en los fragmentos Ba y Bb. Debajo, la 
estructura atómica de fB (PDB ID 2OK5) y el fragmento Bb (PDB ID 1RRK). Los dominios 
SCR de Ba están plegados hacia Bb, y la αL de la región linker se sitúa dentro del núcleo 
del dominio vWA, ocupando el sitio de α7. Tras el corte por fD, en complejo con C3b, Ba 
se libera, y α7 ocupa su lugar en el dominio vWA adoptando la conformación estable para 
el sitio MIDAS. Puede apreciarse la reorientación del dominio SP respecto a la posición de 
wWA. En el diagrama se sitúa el sitio de corte por fD. 
Estudios de mutagénesis en fB han puesto de manifiesto la importancia del 
dominio vWA tanto en la formación como en la regulación de la convertasa. El 
aminoácido Asp279, en la hélice a1, en las proximidades del sitio MIDAS del 
dominio vWA, es esencial en el reconocimiento inicial por C3. El cambio 
Asp279Gly aumenta la afinidad por C3b, genera una convertasa más estable y 
también más resistente a la disociación por los reguladores. En cambio, ls 
región de las hélices a4/5 del dominio vWA parece estar más implicada en la
interacción con los reguladores.29, 30
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2. El control del sistema del complemento. 
Las proteínas reguladoras del complemento son tan importantes como 
aquellas que permiten su activación. El rápido y potente efecto de la activación 
del complemento como primera línea de defensa frente a infecciones puede ser 
también, potencialmente dañino para el propio individuo, conduciendo incluso a 
estados patológicos. Para evitar el daño y mantener la homeostasis del sistema, 
un conjunto de proteínas del complemento actúa regulando el sistema, lo que 
permite que la activación sea además de eficaz, localizada sobre las superficie 
extrañas. 
2.1. Los reguladores del RCA. 
La mayoría de los reguladores se encuentran codificados en un 
agrupamiento génico denominado RCA (regulators of complement activation),31, 
32
 localizado en el cromosoma 1 en la región 1q32 (figura 5). Otros reguladores 
del complemento no situados en el RCA son el inhibidor de C1 (C1-inh), que 
actúa en la CP inhibiendo irreversiblemente las serín proteasas C1r, C1s, 
MASP1 y MASP2 entre otras,33 y CD59, que se une a C9, bloqueando su 
polimerización y con ello la formación del MAC.34 También son reguladores la P, 
como estabilizador de la AP y la serín proteasa factor I (fI), inhibidor principal 
de C3b. 
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Figura 5. Estructura del agrupamiento génico del RCA en el cromosoma 1 de la 
especie humana. El agrupamiento del RCA se encuentra localizado en el brazo largo del 
cromosoma 1, en la región 1q32. Los genes coloreados codifican proteínas ligadas a la 
regulación del sistema del complemento. 
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Los reguladores del RCA constituyen una familia de proteínas genética, 
estructural y funcionalmente relacionada. Están compuestos en su mayor parte 
de dominios SCR (entre 4 y 30), de unos 60 aminoácidos cada uno. Los SCRs 
se caracterizan por su alto grado de conservación, incluyendo en su secuencia 
cuatro cisteínas invariables que establecen puentes disulfuro y ayudan a 
mantener una estructura globular a estos dominios.35, 36
Entre los reguladores que se sitúan en el RCA podemos encontrar los que 
están asociados a la membrana celular, como DAF (deacy acceleration factor), 
MCP (membrane cofactor protein), CR1 y CR2 (complement receptor 1 and 2) 
y CD59. Las células humanas están protegidas de la lisis mediada por el 
complemento ya que poseen estos reguladores. Otros como C4bp (C4 binding 
protein) y factor H (fH) están presentes circulando en el plasma, limitando la 
activación y el consumo del complemento en fase fluida. fH tiene la capacidad 
de reconocer las células propias por lo que también es un regulador de 
superficie.7
Otra característica común de estos componentes del RCA es que su función 
reguladora está estrechamente relacionada. Dado que la hidrólisis de C3 a C3b, 
proceso en el que convergen las tres vías, es un evento clave en la activación 
del complemento, el punto de máximo control son las convertasas. Estos 
reguladores actúan sobre estos complejos de dos formas posibles: acelerando 
la disociación de las convertasas de C3 y C5; o asistiendo como cofactor de la 
proteasa fI en la degradación proteolítica de C3b y C4b. El siguiente apartado 
se centra exclusivamente en la regulación de la convertasa de C3 de la AP. 
2.2. Regulación de la convertasa de C3 de la vía alternativa. 
2.2.1. Disociación de la convertasa. 
Las convertasas son unos complejos multiproteicos muy inestables y una 
vez formados tienden a decaer espontáneamente. La vida media de la 
convertasa de C3 de la AP, C3bBb, es de unos 90 segundos (figura 6.A).37, 38
Tras su disociación el componente catalítico Bb no puede reasociar y la 
actividad enzimática se pierde, mientras que el C3b si puede formar nuevas 
convertasas (figura 6.B). Son varias las proteínas del RCA pueden acelerar la 
disociación irreversible de los complejos convertasa. 
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Existen tres reguladores que actúan sobre la convertasa de la AP, C3bBb: 
DAF, CR1 y fH.6, 39, 40 La actividad de aceleración de disociación reside en una 
porción de estas proteínas, siendo solo determinados dominios SCR suficientes 
para disociar el complejo C3bBb.41-43 Este mecanismo de regulación no se 
conoce con exactitud, aunque se postula que depende de interacciones tanto 
con C3b como con Bb. Además, se sugiere que detrás de los diferentes 
reguladores se halla un mecanismo de disociación diferente.29, 44 La disociación 
de C3bBb se consigue tanto en fase fluida, a través de fH, como sobre las 
superficies celulares, donde intervienen los tres reguladores. 
Figura 6. Disociación de la 
convertasa de C3 de la vía 
alternativa. A) Ensayo de 
SPR (surface plasmon 
resonance), de formación de 
convertasa de C3 de la AP. La 
adición de fB y fD sobre un 
chip inmovilizado con C3b 
genera convertasa C3bBb, y el 
aumento de masa sobre el 
chip se traduce en un 
incremento en la señal de 
respuesta (RU). Una vez se 
dejan de aportar estos 
componentes la señal de 
respuesta desciende, debido 
al efecto de la disociación 
espontánea de C3bBb. La 
regeneración (reg) de la 
superficie puede realizarse 
con proteínas reguladoras. B) 
Los reguladores fH, CR1 y 
DAF aceleran la disociación de 
la convertasa C3bBb. El C3b 
procedente de la disociación 
puede volver a formar una 
convertasa activa. 
2.2.2. Proteólisis de C3b. 
La degradación proteolítica de C3b es llevada a cabo por fI, una serín 
proteasa altamente específica, que circula en conformación inactiva en el 
plasma. Además de C4b, no se conocen otros sustratos naturales y sólo es 
posible el corte proteolítico en presencia de los cofactores adecuados.6 El 
mecanismo por el que se activa fI no se conoce completamente. Aunque se 
B)
A)
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asume que es necesaria una estrecha interacción entre la enzima, el cofactor y 
el sustrato en lo que parece un mecanismo de regulación alostérico.45
En un primer paso de la hidrólisis de C3b, se producen dos cortes 
adyacentes en el dominio CUB de la cadena α, generando un C3b inactivo 
(iC3b) y liberándose un pequeño péptido de 17 aminoácidos (C3f). Este corte lo 
realiza fI utilizando como cofactores MCP, CR1 y fH. El iC3b es susceptible de 
otro corte, también en el dominio CUB, generando C3c, que queda soluble en 
el plasma, y C3dg, que corresponde al dominio TED y queda adherido a la 
superficie. Este segundo corte sólo se produce cuando CR1 actúa como 
cofactor(figura 7).19, 46 Ninguno de estos fragmentos puede activar la cascada 
del complemento. Sin embargo, en condiciones normales, la degradación 
irreversible de C3b tiene otros efectos además de evitar la formación de 
convertasa en el tejido propio, y controlar el consumo de C3 en fase fluida. Los 
productos de hidrólisis como iC3b, C3c y C3dg se unen a determinados 
receptores del complemento, y median funciones como la eliminación de 
inmunocomplejos, opsonización, o la estimulación los linfocitos B y la memoria 
inmunológica.11, 47
S-C=O
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C3c
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Figura 7. Activación de C3 y proteólisis de C3b. El componente C3 está compuesto por 
dos cadenas, α y β, unidas por un puente disulfuro. El corte de C3 por la convertasa, que 
produce las moléculas de C3b y C3a, y los cortes sucesivos sobre C3b ser dan 
exclusivamente en la cadena α mientras que la cadena β permanece invariable. El fI lleva 
a cabo la degradación proteolítica de C3b utilizando los cofactores fH, MCP o CR1. El 
grupo reactivo tioéstrer (S-C=O) está localizado en la cadena α, en el dominio TED. 
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2.3. Factor H. 
El principal regulador de la AP del complemento es el regulador fH, una 
glicoproteína plasmática de 155 KDa, compuesta por 20 dominios SCR.48 fH es 
sintetizado de forma constitutiva por el hígado, aunque puede expresarse 
localmente en una gran variedad de tejidos incluyendo membranas endoteliales 
y epiteliales, plaquetas, células madre mesenquimales y el epitelio pigmentario 
retinal entre otros.49 La concentración de fH en la especie humana es muy 
variable (116-562 µg/ml) y está condicionada por factores ambientales, como la 
edad y el tabaco, pero principalmente por un factor genético. El componente 
genético que contribuye a la variabilidad de la concentración de fH se ha 
estimado en un 62%.50
fH compite con fB por la unión de C3b, impidiendo la formación del complejo 
pro-convertasa de la AP, acelera la disociación de la convertasa de C3 y de C5 
de la AP, y actúa como cofactor de fI en la degradación proteolítica de C3b.41, 
51-53
 La función reguladora de fH, que obedece principalmente a su capacidad 
de interacción con C3b, se lleva a cabo tanto en la fase fluida del plasma como 
en las superficies propias donde se haya depositado el C3b. La regulación 
sobre superficies depende de la capacidad de fH de unirse a polianiones, como 
son el acido siálico y los glucosaminoglucanos (GAGs) como la heparina. En 
las superficies propias, la presencia de estos marcadores incrementa la 
afinidad por el C3b depositado, debido al reconocimiento simultáneo de ambos 
tipos de moléculas.54-56 De esta manera, fH actúa de forma selectiva, limitando 
la progresión de la cascada sobre las superficies de los tejidos propios, y 
permitiendo la amplificación de la AP solamente sobre las superficies extrañas. 
2.3.1. Dominios funcionales de factor H. 
Ensayos de interacción y funcionales empleando muestras de fH completo y 
de fragmentos recombinantes, han permitido establecer un mapa de la proteína 
caracterizando los sitios de unión a C3b y polianiones.57-65 Existen dos regiones 
de unión a C3b, una a cada extremo de la molécula (figura 8). En el N-terminal, 
el sitio de unión que abarca los SCRs 1-4 es el único necesario y suficiente 
para realizar la función cofactora de fI. También acelera la disociación de las 
convertasas, aunque para ello deben contribuir otras regiones de fH, ya que la 
capacidad de disociación de fragmentos fH-SCRs 1-4 es hasta 100 veces 
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menor que la del fH completo.60 En C-terminal, la región en los SCRs 19-20 es 
la de mayor afinidad a C3b, sin embargo, ambos sitios en extremos opuestos 
deben cooperar en la unión a C3b. Ensayos de interacción mediante SPR 
demuestran como la afinidad del fH completo es mucho mayor que la de los 
fragmentos del N y C-terminal por separado.65 La interacción de fH con 
polianiones y GAGs se ha localizado en la región central, el SCR 7, con la 
contribución de los SCRs 6 y 8, y en los SCRs 19-20, siendo este último el 
principal sitio de unión a heparinas. De esta manera, la región C-terminal de 
interacción con C3b y polianiones resulta crucial para la capacidad de fH de 
reconocer y proteger las células del tejido propio. 
Figura 8. Representación 
estructural de la molécula de 
factor H. La figura muestra un 
modelo teórico de fH, en el que 
los 20 dominios SCR 
configuran una molécula cuyas 
regiones funcionales, SCRs 1-4 
y SCRs 19-20 en los extremos 
N y C-terminal, están 
acercadas entre sí. Los 
dominios SCR más relevantes 
con capacidad de interacción 
y/o funcional aparecen en 
naranja. La estructura de los 
dominios SCR se obtiene de 
diferentes orientaciones de 
varios dominios SCR 
disponibles en www.rcsb.org. 
Los 20 dominios SCR que componen fH están conectados por cadenas 
cortas de tamaño variable (de tres a ocho residuos). La inclinación del unos 
SCRs respecto a otros configuran una molécula que, contrario a como se 
pensaba, resulta poco flexible y en la que los extremos N y C-terminal están 
acercados entre sí (figura 8).66, 67 Esta arquitectura debe resultar 
funcionalmente relevante al permitir que ambos extremos de fH interaccionen 
con la misma molécula de C3b. Lo que explicaría como los sitios de unión a 
C3b, SCRs 1-4 y SCRs 19-20, cooperan y confieren avidez. Morgan HP et al
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construyen un modelo de fH-C3b, en el que toman la estructura de diferentes 
segmentos de fH y de los complejos fHSCR1-4-C3b y fHSCR19-20-C3d/TED. En 
este modelo una molécula de fH interacciona con una de C3b en regiones no 
solapantes a través de sus sitios de unión en los extremos opuestos de fH, y 
permite además que la región C-terminal de los SCRs 19-20 se una a los 
polianiones de la superficie.68
Todo lo anteriormente indicado, se puede sintetizar en lo siguiente: fH 
contiene dos regiones funcionales diferenciadas: la región N-terminal de unión 
a C3b, donde reside la actividad reguladora de fH (cofactora y de aceleración 
de disociación); y la C-terminal de unión a C3b y polianiones, que aporta la 
capacidad selectiva en la interacción con superficies. La correcta actividad de 
fH depende la cooperación de estas dos regiones y otros sitios de interacción. 
2.3.2. El gen CFH. 
El fH está codificado por un único gen (CFH), localizado dentro del RCA en 
la región 1q32.31, 32 El gen CFH contiene 23 exones, siendo el primer exón 
codificante de las regiones 5'UTR y del péptido señal. Cada uno de los 22 
exones restantes codifica uno de los 20 dominios SCR de fH, excepto el SCR 2 
que está codificado por los exones 3 y 4 (figura 9.C).69, 70 Existe un transcrito 
alternativo, fH like-1 (fHL-1), que comparte los 9 primeros exones de fH, lo que 
da lugar a una proteína de 42 KDa que contiene los 7 primeros SCRs de fH 
más una cola de cuatro aminoácidos (Ser-Phe-Thr-Leu), codificados por el 
exón 10, que no está presente en el mensajero maduro codificante de fH 
(figura 9.A-B).71, 72 Ambas proteínas son expresadas mayoritariamente por el 
hígado, siendo la concentración en plasma de fHL-1 mucho menor (10-50 
µg/ml). fHL-1 presenta funciones reguladoras del complemento, como la 
actividad cofactora de fI y la de disociación de la convertasa C3bBb. fHL-1 
también es capaz de unirse a heparinas, diversas proteínas microbianas, y a 
las superficies celulares, estando implicada en procesos de movilidad celular.60, 
73
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Figura 9. Familia de proteínas relacionadas con factor H. A) Los reguladores fH y fHL-1, 
codificados por el mismo gen, CFH, comparten los siete primeros dominios SCR. Una cola 
de cuatro aminácidos, codificados por el exón diez, compone la región C-terminal de fHL-1. 
B) Western blot de fH y fHL-1 empleando un anticuerpo específico de la región N-terminal 
de fH. C) El gen CFH esta compuesto por 23 exones. Todos codifican para fH (en blanco), 
excepto el exón diez, que junto con los nueve primeros codifica para fHL-1 (en negro). Los 
genes de la familia de fH, CFH y CFHR1-5, están organizados en tándem. Las zonas 
conteniendo exones (barras verticales) de igual color representan regiones de alta 
homología de secuencia. Se muestras dos reordenamientos cromosómicos frecuentes: el 
gen híbrido, CFH::CFHR1 (A) y la deleción de los genes CFHR3 y CFHR1 (B). 
A pesar de compartir las regiones promotoras y de inicio de transcripción, la 
regulación de la expresión de fH y fHL-1 es diferente dependiendo del tipo 
celular. El porqué de esta regulación independiente se desconoce, aunque 
debe obedecer a mecanismos a nivel transcripcional y/o post-transcripcionales 
diferentes. Esto sugiere que existen funciones específicas para fH y fHL-1, 
donde tanto el tejido como la concentración local pueden ser muy importantes. 
Sin embargo, el papel preciso de fHL-1 in vivo no está determinado.70, 74
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2.3.3. Familia de proteínas de factor H. 
Además de fHL-1, en la especie humana existen en el plasma otras 5 
proteínas relacionadas con fH, denominadas CfHRs 1-5. Todas ellas forman 
una familia de proteínas de fH, estructural y funcionalmente relacionada, y con 
correactividad inmunológica. Estas 5 proteínas están codificadas por genes 
independientes, localizados también en el grupo de ligamiento del RCA junto al 
gen CFH, y se organizan en tándem.75, 76 La región que comprende esta familia 
de genes presenta secuencias de alta homología y contiene grandes regiones 
duplicadas que incluyen diferentes exones de CFH y CFHRs 1-5. Esta situación 
favorece que se produzcan fenómenos de reordenamiento cromosómico, como 
los de conversión génica77, 78 y otros, relativamente más frecuentes, de 
recombinación no homóloga que dan como resultado duplicaciones y 
deleciones de genes (figura 9.C). Los reordenamientos en la familia de genes 
de fH pueden dar lugar, como se verá más adelante, a situaciones de 
asociación con patología.70, 79
Los CfHRs 1-5, al igual que fH, están compuestos exclusivamente de SCRs, 
conteniendo de 4 a 9 dominios. Presentan dos regiones conservadas, la N-
terminal, que corresponde a la región central de fH, SCRs 6-9, y la C-terminal, 
que es homologa a la región C-terminal de fH, SCRs 18-20. El grado de 
homología entre los dominios de los CfHRs 1-5 y los respectivos de fH varía 
entre el 32 y el 100%. Este hecho es consistente con que estas proteínas 
presenten funciones relacionadas e incluso compartidas. La región conservada 
C-terminal de los CfHRs 1-5 sugiere que estas proteínas, como fH, puedan unir 
ligandos de superficie y diferenciar entre tejido propio y no propio. Por el 
contrario, al carecer de una región reguladora como la de fH (SCRs 1-4, con 
actividad cofactora y disociación de la convertasa), no poseen una potente 
capacidad de regulación del complemento.80 Por otro lado, ciertos cambios en 
la secuencia de aminoácidos en localizaciones expuestas, y diferencias en las 
modificaciones de estos confieren unas propiedades únicas de afinidad y de 
interacción a ligandos. Se ha descrito unión a C3b para los CfHRs 1, 3, 4 y 5.79
CfHR 3 por su parte, presenta cierta capacidad cofactora,81 y el CfHR 5, que es 
el  único con una región central de 5 SCRs, posee una débil actividad cofactora 
y de disociación de la convertasa de C3.82 El CfHR 1, por el contrario, es capaz 
de regular la activación del complemento a nivel de la convertasa de C5.83
Aunque la función específica de los CfHRs 1-5 se desconoce, la relación 
funcional entre ellas y con el fH es clara, lo que converge en tres escenarios 
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posibles para describir el papel biológico de los CfHRs 1-5: cooperación en la 
regulación de la activación del complemento; competición por ligandos y 
superficies, lo que se traduciría en una menor regulación; y un último en el que 
se den las funciones independientes de cada proteína.80
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3. Asociación con patología. 
La activación del complemento y sus mecanismos reguladores se 
encuentran en equilibrio, de manera que la actividad efectora del complemento 
se localiza en las superficies extrañas y se limita sobre las propias. 
Alteraciones en este equilibrio pueden conducir a lesiones en los tejidos, 
susceptibilidad frente a infecciones, así como a estados patológicos crónicos.
Dentro de las enfermedades asociadas al complemento, y concretamente a los 
componentes de la vía alternativa, cabe destacar: el síndrome hemolítico 
urémico atípico y la enfermedad por depósitos densos, trastornos que afectan 
fundamentalmente al riñon y con una localización glomerular predominante 
(figura 10); y la degeneración macular asociada a la edad, trastorno ocular de 
manifestación tardía que afecta a la visión central.
Figura 10. El riñón y el glomérulo. A) Corte 
transversal del riñón derecho donde se indican 
las partes más significativas. Los glomérulos se 
ubican en los extremos de las nefronas. B) 
Esquema representativo de la histología 
glomerular. C) Corte transversal de un 
glomérulo teñido con PAS. MD: mácula densa; 
AA: arteriola aferente; AE: arteriola eferente; C: capilar glomerular; GBM: membrana basal 
glomerular; EN: endotelio capilar; EP: epitelio de la cápsula de Bowman; M: células 
mesangiales; PO: podocito; PE: pedicelos; EB: espacio de Bowman. 
INTRODUCCIÓN 
 31
3.1. Síndrome hemolítico urémico atípico. 
El síndrome hemolítico urémico (HUS) es un trastorno de la 
microvasculatura que afecta fundamentalmente al riñón, aunque también al 
sistema nervioso c entral y al gastrointestinal. Está clínicamente definido por 
anemia hemolítica microangiopática, trombocitopenia y fallo renal agudo. Las 
lesiones del endotelio en la microvasculatura glomerular tanto por infección u 
otros daños exógenos, parecen ser el evento que inicia el proceso patogénico. 
Las lesiones se caracterizan por el engrosamiento de las paredes de arterias y 
capilares, inflamación del endotelio y su desprendimiento de la membrana 
basal glomerular (GBM), acumulación subendotelial de proteínas y restos 
celulares y formación de microtrombos de plaquetas y fibrina que ocluyen los 
vasos. La generación de esquistocistos (eritrocitos fragmentados) al circular por 
la microvasculatura renal parcialmente obstruida es otra característica del HUS 
(figura 11).84
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Figura 11. Histopatología del síndrome hemolítico urémico atípico. Las micrografías 
muestran algunas características patológicas del aHUS. Estas son: engrosamiento de las 
paredes de los capilares y disminución de la luz capilar (flechas en I, tinción hematoxilina-
eosina); microtrombos glomerulares (asteriscos en I y II); mesangiolisis (ML en II, tinción 
tricrómico de Masson); y esquistocistos (flechas en III). 
Tradicionalmente se pueden distinguir dos tipos de HUS. La forma más 
frecuente (un 90% de los casos), denominada típica, afecta principalmente a 
niños y tiene una incidencia de unos dos casos al año por cada 100.000 
habitantes. El HUS típico está asociado a la infección de una cepa 
enterohemorrágica de Escherichia coli (0157:H), productora de una potente 
citotoxina tipo Shiga. Aunque el mecanismo por el que actúa esta toxina no se 
conoce completamente, su implicación como causante de la diarrea 
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hemorrágica y en desarrollo de la patología es indiscutible. Después de 
atravesar la barrera intestinal y entrar en la circulación sistémica, las toxinas 
Shiga se unen a receptores de las superficies endoteliales, provocando 
lesiones y favoreciendo estados inflamatorios y protrombóticos.85, 86 La mayor 
parte de casos de HUS típico evolucionan favorablemente y la función renal se 
recupera en la mayoría de ellos (75%). El resto pueden desarrollar 
enfermedades renales crónicas llegando incluso a la muerte (3-5%).87
La forma atípica de HUS (aHUS) se manifiesta tanto en niños como en 
adultos y la asociación a infecciones gastrointestinales por E. coli queda 
excluida en este grupo de pacientes. La incidencia del aHUS corresponde a 
dos casos anuales por cada 1.000.000 habitantes. En base a los análisis 
histológicos, las lesiones causadas en aHUS son indistinguibles de las de la 
forma típica, sin embargo, el aHUS tiene un peor pronóstico. La mayoría de los 
pacientes presentan recurrencias y la mitad desarrollan insuficiencia renal 
crónica (IRC). La mortalidad por aHUS es del 25% aproximadamente.84, 87 No 
existe una asociación particular para el aHUS pero sí se han identificado una 
serie de factores de riesgo que predisponen a esta enfermedad. Entre ellos se 
incluyen tratamientos inmunosupresores o anticancerígenos, anticonceptivos 
orales, el embarazo y el posparto. Por otro lado, numerosos estudios han 
encontrado en los casos familiares de aHUS, y menos frecuentemente en los 
casos esporádicos, un claro componente genético. Mientras que en algunos 
casos de aHUS se han encontrado mutaciones en proteínas procoagulantes 
como la trombomodulina (THBD),88 la mayoría de mutaciones en estos 
pacientes se encuentran sobre genes de la AP del complemento. La 
implicación del complemento en el HUS se conoce desde 1974, pero ha sido 
en los últimos años cuando se ha establecido una asociación clara entre el 
aHUS y las proteínas del complemento. Se han encontrado en numerosas 
ocasiones mutaciones y polimorfismos asociados a aHUS en proteínas 
reguladores como fH, MCP o fI;89 y más recientemente en los componentes fB 
y C3.90, 91 En muchas de las mutaciones se ha comprobado una consecuencia 
funcional y llegan a suponer hasta la mitad de los casos de aHUS, lo que da a 
entender la gran implicación de la AP del complemento en la patogénesis de 
esta enfermedad. Sin embargo, en muchos de los casos todavía no se ha 
detectado una causa, genética o ambiental, que pueda considerarse un 
desencadenante, lo que indica la existencia de factores adicionales aún por 
identificar. Entre las mutaciones asociadas, la mayor parte se localizan en el 
gen CFH, que requiere una especial atención en la patogénesis de esta 
enfermedad.92 De hecho, un grupo de pacientes aHUS presenta 
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autoanticuerpos dirigidos contra la región C-terminal de fH y bloquean su 
función.93, 94 Además, existe un modelo de aHUS en ratón con una proteína 
trucada de fH.95
3.2. Enfermedad por depósitos densos. 
La glomerulonefritis membranoproliferativa (MPGN) hace referencia a un 
patrón general de lesión glomerular que puede verse en ciertas enfermedades. 
Se caracteriza por un engrosamiento de las paredes de los capilares 
glomerulares y una proliferación anormal de las células mesangiales, que 
difunden también al interior de los capilares. Como consecuencia, el glomérulo 
se presenta frecuentemente hiperlobulado. Estos cambios pueden detectarse 
examinando el tejido por microscopía óptica, prestando un diagnóstico del 
MPGN relativamente sencillo (figura 12). De acuerdo a las características 
patológicas, existen tres tipos de MPGN y todos ellos están asociados con 
hipocomplementemia, existiendo particularidades en el mecanismo por el que 
se activa el complemento.96, 97
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Figura 12. Histopatología de la enfermedad por depósitos densos. Las micrografías 
muestras algunas de las características patológicas de DDD. Glomérulo hiperlobulado con 
un importante engrosamiento de las paredes capilares (flechas negras), observándose en 
ciertas regiones con un doble contorno, debido a los depósitos densos. Es notable la 
proliferación mesangial en la matriz y la zona endocapilar, y el desprendimiento endotelial 
(I, tinción PAS). Los depósitos densos se localizan en el en el interior de la GBM que 
aparece dividida en dos (flecha roja en II, imagen por EM). Inmunofluorescencia 
demostrando la presencia de C3 a lo largo de la GBM del glomérulo (III). 
La DDD corresponde a la MPGN de tipo II, siendo la patología menos 
común y la de peor prognosis. La mitad progresan a IRC y más del 80% 
necesitan trasplante. Se caracteriza además por la presencia de depósitos 
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electrodensos en el interior de la membrana basal glomerular (GBM), que 
aparece dividida en dos, en observaciones al microscopio electrónico. Estos 
depósitos pueden encontrarse también en el área mesangial y en la cápsula de 
Bowman. La composición exacta de los depósitos se desconoce, aunque se ha 
comprobado la presencia de C3 en la superficie de estos y de componentes de 
la vía lítica (figura 12).98 Al contrario que en otros tipos de MPGN, el C3 
aparece en DDD en ausencia de inmunoglobulinas. Este hecho apoya la idea 
de que en DDD el complemento es activado en plasma, en lugar de localmente 
sobre la GBM, lo que excluye la activación por inmunocomplejos a través de la 
CP del complemento.96, 97
La hipótesis más aceptada propone que la activación descontrolada a 
través de la AP tiene una implicación directa sobre la DDD. La mayoría de los 
pacientes con DDD (hasta el 80% en algunos estudios) son positivos para el 
factor nefrítico de C3 (C3-Nef), un autoanticuerpo plasmático contra la 
convertasa de C3 de la AP. C3-Nef incrementa la vida media de la convertasa y 
al mismo tiempo la hace más resistente a la acción de los reguladores. 
También se ha asociado DDD con la deficiencia del regulador fH, como 
consecuencia de mutaciones, generalmente en homocigosis. Ambas 
situaciones conllevan una perpetua activación y consumo del C3 circulante. 
Hecho que es consistente con los niveles bajos de C3 y de actividad hemolítica 
(CH50) encontrados en estos pacientes.99 Existen modelos animales de cerdo 
y ratón deficientes de fH que desarrollan fenotipos similares a DDD.100, 101 El 
cruzamiento de estos ratones con otros deficientes para fB rescata el fenotipo, 
confirmando que la activación por la AP es crítica en la patogénesis de la 
enfermedad en estos ratones.101 Otros estudios demuestran que la patología 
renal puede ser prevenida en estos ratones deficientes para fH, en los que se 
depleciona también C5, sugiriendo que la vía terminal lítica es igualmente 
importante.102 También se ha comprobado la importancia de un fI activo y la 
presencia de los fragmentos de degradación iC3b, C3c y C3dg en la 
patogénesis de DDD en ratones deficientes de fH.103
3.3. Degeneración macular asociada a la edad. 
En los países industrializados, AMD es la principal causa de pérdida de 
visión en personas mayores. Se trata de una lesión ocular que afecta al área 
central de la retina, conocida como mácula. El diagnóstico de AMD se basa en 
los signos que muestran la mácula, independientemente de la agudeza visual. 
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Aunque existen cambios histológicos apreciables asociados a AMD en la retina, 
el epitelio pigmentado retinal (RPE) y los capilares coroidales, los síntomas de 
AMD no se manifiestan antes de los 55 años.104
El signo clínico característico de AMD son las drusas, cuyo su origen exacto 
sigue siendo desconocido. Vistas a través del oftalmoscopio, se presentan 
como unos puntos situados en la retina que van del blanco al amarillo, a veces 
con un aspecto cristalino y brillante. Son depósitos extracelulares que se 
acumulan entre la membrana basal del RPE y la capa colagenosa interna de la 
membrana de Bruch (figura 13.B).104 Las drusas están presentes en diversas 
patologías oculares, suponiendo un factor de riesgo muy importante para el 
desarrollo de AMD. Esta asociación es muy estrecha, pudiendo considerarse 
las drusas como un signo claro de una etapa temprana de AMD, incluso en 
ausencia de pérdida de visión. Tanto el tamaño como el número de las drusas 
están relacionados con la gravedad de AMD. Su composición es inexacta y 
variable, y se conocen solo algunos de sus componentes. En su interior se han 
encontrado tanto glicoproteínas como fosfolípidos y en su parte externa se han 
identificado diversas proteínas: fibronectína, chaperonas, apolipoproteína E, 
vitronectína, amiloide P o proteínas del complemento como C1q, C4, C5, C3 (y 
fragmentos los de degradación) y complejos C5b-9. También pueden contener 
fragmentos celulares del RPE.105
Existe una etapa temprana en la AMD si apenas síntomas que se 
caracteriza por la aparición de drusas y alteraciones leves en la pigmentación 
del RPE. En la etapa tardía se da una pérdida de visión severa y puede 
clasificarse como no exudativa "seca" o atrófica y exudativa "húmeda" o 
neovascular (figura 13.A). En la primera se producen zonas hipopigmentadas 
bien definidas, lo que se conoce como atrofia geográfica, y el síntoma 
usualmente descrito son vacíos o agujeros en la visión. La etapa más 
avanzada se define por la presencia de suero o líquido hemorrágico en el 
espacio extracelular y causa el desprendimiento de la neurorretina o del RPE. 
Un signo característico es la neovascularización coroidal, que puede 
extenderse a través de la membrana de Bruch hacia el RPE. Estas alteraciones 
generan imágenes distorsionadas, lo que es a menudo un primer síntoma de la 
AMD húmeda. Ambos subtipos de AMD pueden existir en un mismo paciente y 
transformarse un tipo en el otro. La progresión general es de la seca a la 
húmeda, desarrollando esta última forma del 10 al 15% de los pacientes de 
AMD.106
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El RPE es el elemento de la retina más implicado en la patogénesis de AMD. 
Las drusas alteran estructural y funcionalmente el RPE, causan un 
ensanchamiento de la monocapa, desplazándola del aporte vascular inmediato 
de la región coroidal. Esto supone un impedimento para el suministro normal de 
metabolitos y la difusión de desechos entre la retina y los capilares coroidales. 
Las alteraciones en la membrana de Bruch producen, además, una disminución 
de la adhesión celular y una menor capacidad regeneradora de la neurorretina 
por las células del RPE. Todo ello, junto con el efecto de la neovascularización, 
tiene un grave impacto sobre los fotorreceptores, lo que afecta de forma directa 
a la visión central.106 Los depósitos extracelulares y ciertos componentes 
presentes en las drusas como proteínas activadas y reguladoras del 
complemento, desencadenan por otro lado procesos inflamatorios locales, que 
están muy implicados en la patogénesis de la AMD.104 Los cambios en estas 
estructuras, como el engrosamiento de las paredes y la pérdida de 
permeabilidad, se producen de forma natural por el envejecimiento. Sin 
embargo, en el desarrollo de AMD, la influencia del medio ambiente y la 
genética es muy importante.
Figura 13. Histopatología de la 
degeneración macular asociada a la 
edad. A) Imágenes de la retina tomadas 
por oftalmoscopio, representativas de la 
etapa tardía atrófica o “seca” (izq.) y 
exudativa o “húmeda”. En la primera se 
observa la presencia de drusas (D) 
alrededor de la mácula (M), y en la 
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segunda aparece una zona con abundante líquido hemorrágico (LH). Las figuras muestran 
algunas de las alteraciones de la retina, como el engrosamiento de la membrana de Bruch 
(BM) por las drusas; o el desprendimiento del epitelio pigmentario retinal (RPE) y la 
neurorretina (NR), y la presencia de liquido hemorrágico por la neovascularización coroidal 
(NVC). B) Sección histológica por microscopía óptica de la retina mostrando una drusa 
entre el epitelio pigmentario retinal y la membrana de Bruch. La región superior 
corresponde a la neurorretina y la inferior al coroide (C). 
AMD es una patología compleja de aparición tardía, causada como otras 
enfermedades multifactoriales por la convergencia de múltiples factores de 
riesgo. Los más importantes son la edad, el tabaquismo, un alto índice de masa 
corporal y especialmente el genético.104 Existen diversos genes asociados con 
AMD, entre los que cabe destacar Fibl5, ABCA4, ApoE, HTRA1, ARMS2 y 
varios genes del complemento: CFH, CFB, C2, C3 y CFI.107, 108
Los genes HTRA1 y ARMS2 se localizan en el locus 10q26 y están 
estrechamente asociados con AMD. El primero codifica para una serín 
proteasa que se encuentra en la retina (entre otros tejidos) y el segundo es un 
gen hipotético de función desconocida. Se ha descrito un haplotipo de ARMS2
con un cambio a nivel de en secuencia (Ala69Ser) que eleva el riesgo para 
AMD hasta 6.3 veces en portadores homocigotos. Sin embargo, no se ha 
llegado a identificar la existencia esta proteína teórica y su correlación con la 
patogénesis de la AMD es una incógnita.107, 108
La asociación genética con AMD más significativa la encontramos con el 
locus 1q32, donde se sitúa el gen CFH. El polimorfismo Tyr402His de CFH
representa el factor de riesgo más importante para AMD y la asociación se ha 
demostrado en diferentes poblaciones con una OR entre 2.45 y 4.6 en 
individuos heterocigotos (hasta 7.4 en homocigotos).109-112 La frecuencia del 
alelo His402 varía entre unas poblaciones y otras lo que explica las diferencias 
en los grados de incidencia de este polimorfismo para AMD.
3.4. Desregulación de la vía alternativa. 
Como se ha visto, existen evidencias tanto genéticas como clínicas que 
sitúan al complemento entre los factores implicados en el desarrollo de estas 
enfermedades. La hipótesis más aceptada propone la activación de la AP sobre 
los tejidos propios y la acumulación de componentes activados, como parte de 
los desencadenantes en la patogénesis. La activación anormal del 
complemento se produce por una desregulación en esta vía, que viene a ser 
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una característica patológica común para estas enfermedades. La 
desregulación se produce a su vez, por la pérdida del equilibrio que se 
mantiene entre los componentes y los reguladores de esta vía, que puede ser 
consecuencia de un defecto funcional de la regulación o un aumento en la 
activación. Ambas situaciones tienen consecuencias similares, y se han 
encontrado en pacientes con aHUS y DDD (figura 14). 
Figura 14. Desregulación de la vía alternativa. El correcto funcionamiento del sistema 
del complemento se consigue gracias al equilibrio entre la activación y la regulación del 
sistema. La desregulación que lleva a una mayor activación es una característica 
patológica de enfermedades como aHUS, DDD y AMD. Se muestran diversos factores de 
riesgo asociados con aHUS y DDD (genes portadores de mutaciones y presencia de 
autoanticuerpos), que causan desregulación por ganancia o pérdida de función. En la 
patología por AMD existe asociación con ciertos factores de riesgo, aunque las 
consecuencias funcionales no se conocen y no es posible afirmar si causan desregulación. 
Parte de los resultados presentados en esta tesis aportan información sobre esta cuestión. 
En aHUS, se ha comprobado que las mutaciones en fH, MCP y fI causan 
una alteración y perdida de función reguladora.92 Mientras que las mutaciones 
encontradas en fB y C3 son de ganancia de funcion.90, 91, 113 En el componente 
fB potencian la formación de la convertasa C3bBb o confieren resistencia a su 
disociación por los reguladores.90 Ensayos funcionales con C3 mutados 
muestran una disminución de la unión con reguladores como MCP.91 En DDD, 
las mutaciones más frecuentes son en CFH, produciendo deficiencias de la 
proteína y la consecuente desregulación de la AP. También se ha descrito un 
caso de mutación en el componente C3. Se trata de una deleción de dos 
aHUS
DDD
CFI, MCP y CFH
Ab anti-fH CFB y C3
CFH
Ab anti-fH
C3
Ab C3Nef y anti-fB
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aminoácidos que da como resultado un C3 que no puede ser activado a C3b, 
es decir, que no funciona como sustrato para la convertasa de C3. Por otro 
lado, impide la regulación por fH tanto en la inactivación por fI como en la 
disociación de la convertasa.114
Además de las mutaciones en genes del complemento, se dan otros 
factores como la presencia de autoanticuerpos, también asociados a estas 
enfermedades y con consecuencias similares a la desregulación de la AP. El 
factor nefrítico C3-Nef, presente en muchos de los casos con DDD, actúa 
estabilizando la convertasa de C3 y manteniéndola funcionalmente activa. 
Recientemente se ha descrito un caso de DDD con autoanticuerpos contra fB 
que igualmente estabilizan la convertasa.115 Autoanticuerpos contra fH que 
bloquean su función se han descrito tanto en DDD como en aHUS. 93, 116 En 
aHUS son más frecuentes, hallándose en entre el 6 y el 10% de los casos 
(figura 14).
Menos evidencias se han encontrado en relación a AMD, sin embargo, 
existen muchos datos clínicos que implican al complemento en la patogénesis, 
y la asociación genética con el complemento, y en especial con el gen CFH es 
muy significativa. Además, muchos de los casos de DDD presentan también 
depósitos oculares (drusas) como los encontrados en pacientes con AMD, lo 
que reafirma la relación de la AMD con la activación descontrolada de la AP.99, 
117
 En realidad, AMD y DDD, que son ambas enfermedades por depósitos 
densos, comparten cierta asociación genética y algunas características 
patológicas, como la acumulación de productos activados del complemento en 
la RPE o la GBM. Mientras que aHUS se caracteriza por un daño en el 
endotelio renal y trombosis. Esto ya nos da una idea de que la relación causal 
existente entre la desregulación de la AP y estas patologías tiene ciertas 
particularidades como veremos más adelante. Algo que habrá que tener en 
cuenta a la hora de entender los mecanismos patomoleculares de estas 
enfermedades.
3.5. Mutaciones en factor H. 
El regulador principal de la AP en fase fluida y superficie, fH, es un nexo 
común para aHUS, DDD y AMD. Existen considerables evidencias que 
establecen la asociación de mutaciones y polimorfismos en el gen CFH con 
estas tres patologías. También se ha ilustrado como esta asociación tiene una 
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marcada correlación genotipo-fenotipo en la que determinadas alteraciones 
genéticas predisponen específicamente para una u otra enfermedadad.118
En DDD, las mutaciones encontradas en CFH se hallan en su mayoría en 
homocigosis y suelen conducir a la deficiencia de fH. Muchas resultan en 
proteínas truncadas o sustituciones de aminoácidos que afectan a la estructura 
de la proteína y a su correcto plegamiento, impidiendo la secreción del fH en la 
circulación.119-121 La mutación DLys224 supone una excepción entre las 
asociadas con DDD. La deleción de esta lisina en el SCR 4, región clave en la 
función reguladora de fH, afecta a la unión a C3b, viéndose reducida la 
actividad cofactora y la de aceleración de la disociación de la convertasa. El 
paciente porta la mutación en homocigosis por lo que la función de fH está 
ausente (figura 15).122
La deficiencia de fH desestabiliza la regulación de la AP, y la presencia de 
C3-Nef, tan frecuente entre estos pacientes, exacerba la situación crónica de 
activación del complemento y consumo de C3. Esto conduce a la acumulación 
de componentes activados en la GBM y a las lesiones anteriormente 
comentadas. Además, la hipocomplementemia en plasma, característica de 
estos pacientes, tendrá efectos en el riesgo por determinadas infecciones.123
En la patología por aHUS nos encontramos con un escenario claramente 
distinto ya que las mutaciones encontradas raramente resultan en 
hipocomplementemia. Las alteraciones genéticas en el gen CFH suponen 
alrededor del 30% de las encontradas, y se encuentran en un 15% de los 
pacientes. En la mayoría de los casos se trata de mutaciones en heterocigosis, 
predominando las de cambio de aminoácido, y se agrupan en la región C-
terminal de la proteína de fH, en los SCRs 19-20 (figura 15).92 aHUS también 
se ha asociado con eventos de conversión génica entre el exón 23 de CFH y el 
exón 6 de CFHR1 o un reordenamiento geonómico que da lugar a un gen 
híbrido CFH::CFHR1. Estos fenómenos afectan igualmente a la región C-
terminal de fH,77, 78, 124 que como se ha comentado anteriormente, tiene un 
papel esencial en el reconocimiento de las superficies celulares del tejido 
propio.64, 125 Los ensayos funcionales con proteínas de fH portando estas 
alteraciones y mutaciones, han permitido comprobar en muchos casos, tanto 
una expresión como una actividad reguladora en plasma normales. Mientras 
que la unión a superficies celulares y la protección de la activación del 
complemento por la AP se ve limitada.77, 126, 127 De igual forma, los a la región 
C-terminal y afectan a la regulación sobre las superficies celulares.94
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Mutaciones asociadas con aHUS y DDD.
Figura 15. Mutaciones en el regulador factor 
H asociadas con aHUS y DDD. Se muestra un 
diagrama con los 20 dominios SCR de fH, 
resaltándose los más importantes por su 
implicación funcional. La mayor parte de las 
mutaciones de pacientes aHUS son de cambio de aminoácido, y una gran parte se 
agrupan en la región C-terminal de fH afectando a la función reguladora y reconocimiento 
de las superficies propias. También se dan mutaciones en cisternas que afectan a la 
expresión. En la DDD no hay una localización predominante, y todas las mutaciones 
afectan a la expresión de fH, salvo DLys224, que compromete la función reguladora.94
En algunos casos de aHUS también se han descrito deficiencias parciales 
de la proteína fH en plasma. Las causas suelen ser mutaciones nulas que dan 
codones stop prematuros y cambios de aminoácido que afectan a la estructura 
de la proteína. Estas mutaciones suelen estar también en heterocigosis y 
raramente resultan en deficiencias totales como las encontradas en los casos 
de DDD.121 En cualquier caso, los bajos niveles de fH son un factor de riesgo a 
tener en cuenta para esta enfermedad ya que menguan la capacidad 
reguladora de fH en fase fluida y sobre las superficies, teniendo efecto sobre la 
regulación de la AP y la activación del complemento. Cabe recordar aquí, el 
amplio rango de los niveles de fH encontrados en plasma y que esta 
variabilidad tiene un componente genético muy alto.50
El concepto de que la deficiencia del regulador fH está asociada con DDD; y 
que la unión defectuosa de fH a tejidos propios junto con una actividad 
reguladora de la AP en plasma normal se correlaciona con aHUS; están 
apoyados por modelos animales. Existe una raza de cerdos noruegos con una 
deficiencia espontánea de fH y una línea de ratón generado por ingeniería 
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genética al que se le ha deplecionado este gen. Ambos modelos desarrollan 
una MPGN similar a la enfermedad en humanos por depósitos densos.100, 101
En otro modelo, el ratón deficiente de fH se cruzó con uno transgénico portador 
un gen CFH truncado (fH∆SCR16-20), simulando las mutaciones de fH en C-
terminal. El cruzamiento no solo rescata los niveles bajos de C3 y la actividad 
del complemento en plasma; los ratones transgénicos fH∆SCR16-20 desarrollan 
espontáneamente una microangiopática trombótica con las mismas 
características que el HUS.95
Todo ello, indica que aHUS no es el resultado de una deficiencia clásica de 
ausencia de C3 y perdida de actividad del complemento, sino de un fenómeno 
de autolesión producido por un complemento activo combinado con una 
desregulación sobre las superficies celulares. 
Siguiendo en el contexto de estas dos enfermedades, aHUS y DDD, 
encontramos que la penetrancia es incompleta, más baja en el caso de aHUS 
que es del 50%. En DDD tampoco hay una asociación completa con C3-Nef, ya 
que está presente en individuos sanos y se asocia también con otras 
patologías.122, 128 En los casos familiares de aHUS que presentan mutaciones 
en algún gen del complemento, es frecuente que la mutación no segregue con 
la enfermedad y sólo algunos individuos portadores estén afectados. Además, 
en los que lo hace, existe una heterogeneidad en la presentación de la 
enfermedad. Todo ello, junto con el hecho de que a aproximadamente la mitad 
de los pacientes de aHUS no se les ha detectado ninguna alteración genética, 
indica la influencia de factores de riesgo adicionales (ambientales y genéticos) 
en el desarrollo de estas enfermedades. En la identificación de estos factores 
de riesgo, los estudios con los polimorfismos están aportando una muy valiosa 
información.
3.6. Polimorfismos en genes del complemento asociados con 
aHUS, DDD y AMD. 
La búsqueda de polimorfismos en genes del complemento ha permitido 
identificar variantes frecuentes en población normal que muestran una fuerte 
asociación con estas enfermedades. Es en este tipo de asociación, junto datos 
clínicos como la presencia de componentes del complemento en las drusas, 
donde encontramos el vínculo más sólido entre AMD y complemento. Hasta el 
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momento no se han documentado mutaciones en genes del complemento 
exclusivas de AMD, pero la asociación con ciertos polimorfismos, 
especialmente con CFH, es muy significativa.
Se prevé que estas variaciones genéticas tienen consecuencias funcionales 
pequeñas que modulan la efectividad del complemento. Esto, que puede no 
tener consecuencias en la mayor parte de la población, puede ser crucial en 
aquellos individuos con una predisposición genética, como lo son los que 
portan mutaciones en genes del complemento, u otros factores que afectan a la 
activación del complemento como los autoanticuerpos. Así, estudios en casos 
familiares de aHUS, han comprobado que ciertos polimorfismos contribuyen al 
desarrollo de la enfermedad, y la confluencia de factores, como pueden ser una 
mutación y un polimorfismo de riesgo, puede ser decisiva en manifestación de 
la enfermedad.129-131
Se han identificado polimorfismos que aumentan o disminuyen el riesgo 
para aHUS, DDD y AMD en genes como CFH, CFB, C3, MCP o la familia de 
proteínas de fH. La caracterización funcional de todos estos polimorfismos 
asociados a enfermedades (y otros no incluidos aquí) es esencial no sólo para 
entender la propia asociación genética; también al aportar información valiosa 
sobre los mecanismos fisiopatológicos que desencadenan estas enfermedades.
3.6.1. Haplotipo MCPggaac. 
Entre un 10 y un 15% de los pacientes aHUS presenta mutaciones en el 
regulador de la AP, MCP, muchas de ellas causando deficiencias en la 
expresioin.89, 132 El haplotipo MCPggaac está asociado con una menor expresión 
del regulador en la superficie celular y está considerado como un polimorfismo 
común, con una frecuencia alélica del 23% en población sana. Sin embargo, 
este haplotipo es un alelo de riesgo en pacientes aHUS, especialmente en 
aquellos que presentan mutaciones en otros genes, donde puede ser 
determinante para la manifestación de la enfermedad. En aHUS, la frecuencia 
alélica es del 44% (tabla 1).130
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3.6.2. Polimorfismos en factor H. 
La secuenciación completa del gen CFH en la búsqueda de marcadores 
genéticos y variantes asociadas a enfermedades ha llevado a establecer una 
serie de haplotipos de CFH. Las frecuencias y el riesgo relativo para cada uno 
de estos haplotipos se han calculado en poblaciones control y de pacientes 
aHUS, DDD y AMD, encontrándose asociaciones de riesgo y de protección.95, 
109
 Consistente con la correlación genotipo-fenotipo descrita anteriormente no 
hay un solapamiento entre los haplotipos de riesgo para aHUS y los que lo son 
para DDD y AMD, lo que da una idea de los distintos mecanismos 
patogénicos.92 Por el contrario, sí hay una coincidencia en el caso del haplotipo 
protector de fH.
Estos haplotipos están representados por una serie de polimorfismos de un 
solo nucleótido, o SNPs, a lo largo de todo el gen CFH. A continuación se 
describe más en detalle dos de estos SNPs más relevantes por su asociación 
con estas enfermedades. 
• Tyr402His. 
El polimorfismo Tyr402His está asociado con un alto riesgo para DDD y 
AMD (tabla 1).95, 133 Se localiza en el SCR 7 de fH, dentro de una región 
importante en la unión de polianiones. También está presente en el fHL-1, que 
solamente contiene este sitio de unión. Además de GAGs como heparinas, se 
han identificado otros ligandos como la proteína C-reactiva (CRP) y la proteína 
M. El análisis estructural sitúa a este residuo de manera expuesta haciendo 
factible su capacidad de interacción con ligandos, pero por otro lado, no revelan 
cambios estructurales importantes entre las dos variantes Tyr402 e His402. 
Existen datos funcionales comparativos utilizando tanto fragmentos 
recombinantes como proteína nativa de las dos variantes de fH. Sin embargo, 
las discrepancias en los resultados no han hecho posible determinar una 
alteración en la función de fH como consecuencia de este polimorfismo. 
Experimentos de unión a GAGs y heparinas con el SCR 7 o SCRs 6-8 
muestran diferencias en la interacción entre las formas fHTyr402 e fHHis402, pero 
se comportan de manera idéntica cuando se comparan las variantes del fH 
completo.66 Se ha visto en ensayos de unión a superficies celulares que la 
variante de riesgo se une ligeramente peor en cultivos de RPE, lo que se 
traduce en una menor capacidad reguladora, aunque la actividad cofactora en 
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fase fluida es la misma para el fH y el fHL-1. Por otro lado, la interacción con 
C3b tampoco se ve modificada.134
El estudio de interacción entre el fH y CRP es de interés. El CRP está 
aumentado en los casos de AMD y además está presente en las drusas. El 
reconocimiento de fH al CRP en las superficies de células apoptóticas asegura 
su correcta eliminación evitando estados pro-inflamatorios. Aunque es posible 
detectar complejos fH-CRP y se ha observado en diferentes ocasiones una 
unión disminuida por la variante de riesgo fHHis402; la relevancia de la 
asociación de estas dos proteínas está puesta en duda debido principalmente a 
las condiciones desnaturalizantes en las que se da esta interacción.66
• Val62Ile. 
Uno de los haplotipos descritos de fH está asociado con un menor riesgo 
para AMD (OR= 0.39), DDD (OR=0.42) y aHUS (OR=0.38) (tabla 1).95, 109 Este 
haplotipo contiene el SNP Val62Ile, situado en el SCR 1, dentro de la región 
funcional de fH más importante (SCRs 1-4), esencial en la actividad cofactora y 
de aceleración de la disociación de la convertasa de C3. La cadena lateral de 
este aminoácido se encuentra en el núcleo hidrofóbico del primer dominio de fH 
y la sustitución Val62Ile no altera su correcto plegamiento. Sí se han observado 
algunos desplazamientos en las cadenas de los residuos adyacentes y un 
pequeño incremento en la termoestabilidad de la variante fHIle62.135
Independientemente del conocimiento estructural y de si este residuo participa 
directamente o no en la función de fH, la variante fHIle62 puede incrementar la 
capacidad en la capacidad reguladora de fH,136 confiriendo de este modo 
protección para estas enfermedades al reducir la activación de la AP del 
complemento.
• Reordenamientos de la familia de factor H. 
Como se ha comentado anteriormente, la región del RCA donde se 
encuentra la familia de genes de fH es de muy alta homología, favoreciendo 
que se produzcan fenómenos de reordenamiento cromosómico. Los eventos de 
conversión génica o el gen híbrido CFH:CFHR1 generan una proteína con dos 
cambios adicionales en la región C-terminal (SCR 18 y 20). Esto tiene unas 
consecuencias funcionales significativas: la unión a C3b y la protección sobre 
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superficies celulares se ven drásticamente reducidas. La aparición de estos 
reordenamientos es rara y su asociación de es exclusiva de aHUS.78, 124
Por el contrario, la deleción de los genes CFHR1 y CFHR3 (∆CFHR1-3) es 
un fenómeno muy común. Este reordenamiento se ha fijado en la población con 
una frecuencia alélica del 25%137 y forma parte de uno de los haplotipos 
descritos de CFH.138 La ∆CFHR1-3 en homocigosis se ha asociado tanto con la 
protección para AMD como con un mayor riesgo en la predisposición a 
aHUS.138-140 En el caso de aHUS, la ∆CFHR1-3 también está relacionada con 
el desarrollo de autoanticuerpos contra fH. Aunque el mecanismo de esta 
correlación se desconoce, y por lo tanto no es posible aclarar si ambos factores 
de riesgo para aHUS son independientes.140, 141 En el caso de AMD, cómo la 
ausencia de estas proteínas protege contra la enfermedad es todavía una 
incógnita. Asimismo, se han descrito otros reordenamientos de la región 
CFHR1-5, con la consecuente deficiencia de proteínas, asociados a aHUS y 
DDD.137
3.6.3. Polimorfismos en factor B y C3. 
En 2006 se dieron a conocer variantes alélicas en otros dos componentes 
de complemento, fB y C2, asociadas a un menor riesgo para AMD (tabla 1).142, 
143
 En fB, el aminoácido que ocupa la posición 32 (7 en la proteína madura) 
tiene tres variantes polimórficas: fBArg32, fBTrp32 y fBGln32,144 habiéndose 
asociado con un mayor o menor riesgo también para diferentes patologías.145-
147
 La variante de fB protectora para AMD, fBGln32 (OR= 0.32), ya había sido 
relacionada con una menor actividad hemolítica comparada con la variante más 
frecuente, fBArg32. Se postuló que la sustitución de este residuo afectaba de 
algún modo a la formación de la convertasa, y por lo tanto, a la actividad de la 
AP.148 El polimorfismo está situado en el extremo N-terminal del dominio Ba de 
fB, que se ha visto implicado en la formación de los complejos convertasa.25, 149
Es por esto que la asociación del polimorfismo Arg32Gln con AMD puede estar 
mediada por una alteración de la proteína a nivel de funcional.
Poco después, otro estudio demostró la asociación de AMD con un 
polimorfismo frecuente del componente C3 (tabla 1). Dicha asociación, supone 
un factor de riesgo independiente y tiene una OR de 1.7 según un estudio 
sobre diferentes poblaciones.150 El polimorfismo, inicialmente descrito como 
C3S y C3F por su movilidad electroforética, supone una sustitución 
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Arg102Gly.151 La variante de predisposición para AMD, C3Gly102, ya había sido 
asociada con otras patologías como la nefropatía IgA152 o a la presencia del 
C3-Nef en pacientes DDD.153 Más recientemente, este polimorfismo se ha 
encontrado formando parte de un haplotipo de riesgo para DDD.133 El residuo 
está situado en la cadena β, cerca del dominio TED y dentro de una región de 
interacción con los reguladores de la AP.154, 155
1.7 (1.3-2.1) 150
1.32 (0.95-1.82) 1782.42 (1.35-4.33) 
133
---
C3
R102G
0.32 (0.21-0.48) 142
0.5 (0.3-0.8) 150
0.66 (0.48-0.90) 178
- - -- - -
CFB
Arg32Gln
0.39 (0.23-0.67) 95
0.48 (0.34-0.67) 1780.67 (0.3-1.22) 
1330.38 (0.23-0.64) 95CFH
Val62Ile
2.46 (1.95-3.11) 109
2.7 (1.9-3.9) 110
4.6 (2.0-11) 111
2.27 (1.71-3.0) 178
1.92 (1.04-3.54) 133
2.27 (1.06-4.88) 95- - -
CFH 
Tyr402His
- - -- - -
2.68 (1.43-5.05) 130
(5.25 en pacientes con 
mutaciones adicionales)
MCPggaac
AMDDDDaHUS
Tabla 1. Riesgo para aHUS, DDD y AMD de los polimorfismos más destacados de 
MCP, CFH, CFB y C3. El riesgo en cada caso viene dado por el parámetro OR (CI 95%) 
en portadores de al menos un alelo con la variante de riesgo o protectora. Los valores 
resaltados en negrita provienen de estudios realizados con las poblaciones españolas de 
pacientes. 
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1. Purificación y caracterización estructural de complejos 
convertasa de C3 de la vía alternativa. 
-Mecanismo de activación de la convertasa C3bBb e implicaciones en 
patología. 
Para este objetivo hemos contado con la colaboración del grupo de 
microscopía electrónica dirigido por el Dr. Oscar Llorca Blanco (Dept. Biología 
Físico-Química, CIB, CSIC) 
2. Identificación de alelos de riesgo y variantes cuantitativas en 
el gen de fH. 
-Polimorfismo común Tyr402His de CFH en AMD. 
-Variantes cuantitativas de fH asociadas a aHUS. 
Estos objetivos se realizaron conjuntamente con el grupo de investigación de 
los Drs. Claire Harris y Paul Morgan (Dept. of Medical Biochemistry and 
Immunology, Cardiff University School of Medicine).  
3. Caracterización funcional de polimorfismos en genes de fH y 
fB asociados con patología 
-Polimorfismo Arg32Trp/Gln del gen de CFB. 
-Polimorfismo Val62Ile y variantes raras Ser890Ile Val1007Leu del gen de 
CFH. 
Para la caracterización de los polimorfismos de de CFB y CFH hemos 
trabajado en colaboración con los Drs. Claire Harris y Paul Morgan. En el 
estudio de las variantes de CFH han contribuido considerablemente las Dras. 
Pilar Sánchez Corral y Margarita López Trascasa del Servicio de Nefrología del 
Hospital Universitario La Paz. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
RESULTADOS  
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Los materiales y métodos empleados en esta tesis y los resultados 
obtenidos, están comprendidos en los siguientes artículos publicados en 
revistas científicas. Cada uno de estos artículos se puede consultar en el 
ANEXO. 
3D structure of the C3bB complex provides insights into the activation and 
regulation of the complement alternative pathway convertase. Torreira E*, 
Tortajada A*, Montes T*, Rodríguez de Córdoba S, Llorca O. Proc Natl Acad 
Sci USA. 2009 Jan 20;106(3):882-7. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19136636 
Coexistence of closed and open conformations of complement factor B in the 
alternative pathway C3bB(Mg2+) proconvertase. Torreira E*, Tortajada A*, 
Montes T*, Rodríguez de Córdoba S, Llorca O. J Immunol. 2009 Dec 
1;183(11):7347-51. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19890040 
* Autoría compartida. 
Resumen: 
La convertasa de C3 de la AP es un complejo bimolecular inestable 
compuesto por los componentes C3b y fB, y juega un papel crucial en las 
cascadas de activación del complemento al amplificar la activación inicial. 
Tanto la formación del complejo como la estabilidad están estrictamente 
reguladas para asegurar una correcta función efectora que eliminará las 
superficies extrañas, evitando al mismo tiempo la activación inespecífica y el 
daño en el tejido propio. De hecho, las alteraciones que afectan a la formación 
o estabilidad de la convertasa resultan en una desregulación de la AP, 
predisponiendo para ciertas enfermedades. Conocer los mecanismos de 
ensamblaje de la convertasa de C3 y de regulación es, por tanto, fundamental. 
Partiendo de proteínas purificadas de C3b y fB hemos generado y aislado 
complejos pro-convertasa y convertasa de C3 de la AP, y elaborado un modelo 
tridimensional. El modelo de la pro-convertasa (C3bB) pone de manifiesto el 
cambio conformacional que sufre fB al interaccionar con C3b. Este cambio 
conformacional supone la apertura de la molécula, lo que permitirá que se den 
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una serie de eventos necesarios, como son la exposición de un sitio de corte y 
la liberación del fragmento Ba por la proteasa fD, para generar una convertasa 
de C3 activa (C3bBb) y funcional. Por otro lado, el modelo de pro-convertasa 
de C3, revela la existencia de dos configuraciones coexistiendo en equilibrio. 
Una de ellas representa el estado de reconocimiento inicial entre fB y C3b, en 
la que el fB se presenta en una conformación cerrada, y en la otra, el fB 
presenta la conformación abierta y puede ser activado. El modelo propuesto de 
convertasa de C3 (C3bBb) ilustra la importancia del dominio wWA del 
fragmento Bb en estabilidad del complejo, y ciertos aspectos que pueden 
afectar al la funcionamiento del dominio catalítico SP. Asimismo, los modelos 
propuestos aportan información sobre los mecanismos de regulación de los 
complejos convertasa, por parte de reguladores como DAF, y probablemente 
de otros como fH y CR1. Además, proporcionan un marco estructural para el 
estudio de residuos relevantes y con implicación en patologías asociadas a la 
desregulación de la AP del complemento. 
Measurement of factor H variants in plasma using variant-specific monoclonal 
antibodies: application to assessing risk of age-related macular degeneration. 
Hakobyan S, Harris CL, Tortajada A, Goicochea de Jorge E, García-Layana A, 
Fernández-Robredo P, Rodríguez de Córdoba S, Morgan BP. Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 2008 May;49(5):1983-90. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18436830 
Variant-specific quantification of factor H in plasma identifies null alleles 
associated with atypical hemolytic uremic syndrome. Hakobyan S*, Tortajada 
A*, Harris CL, de Córdoba SR, Morgan BP. Kidney Int. 2010 Oct;78(8):782-8. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20703214 
* Autoría compartida. 
Resumen: 
aHUS y AMD son dos enfermedades asociadas a la desregulación de la AP 
del complemento. Se han descrito numerosos factores que predisponen para 
estas enfermedades, entre ellos mutaciones y polimorfismos que afectan a fH, 
el regulador principal de la AP. Nuestro propósito ha sido la identificación de 
algunos de estos factores de riesgo en pacientes aHUS y AMD. 
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Para abordar esta cuestión hemos generado anticuerpos monoclonales 
dirigidos específicamente contra el polimorfismo Tyr402His de fH, factor de 
riesgo que supone la asociación genética más importante para AMD. Hemos 
diseñado un ensayo de ELISA que nos permite detectar el portadores de este  
polimorfismo, y determinar el genotipo,  lo que puede aportar una información 
importante, sobre todo en aquellos pacientes portadores, donde va a permitir 
evaluar más de forma más precisa el riesgo para la enfermedad e influir en las 
estrategias terapéuticas. 
En aHUS, las deficiencias parciales de fH generan situaciones de 
predisposición a la enfermedad, y, aunque no exista una asociación particular 
entre el polimorfismo Tyr402His, el anticuerpo ha resultado ser una herramienta 
muy útil en la cuantificación alelo-específica de fH, y en la identificación de 
alelos de baja expresión de fH entre los pacientes. La identificación de estos 
alelos ha contribuido a explicar situaciones patológicas en diversos casos de 
pacientes aHUS, portadores de mutaciones en CFH u otros factores de riesgo. 
The disease-protective complement factor H allotypic variant Ile62 shows 
increased binding affinity for C3b and enhanced cofactor activity. Tortajada A, 
Montes T, Martínez-Barricarte R, Morgan BP, Harris CL, de Córdoba SR. Hum 
Mol Genet. 2009 Sep 15;18(18):3452-61. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19549636 
Functional basis of protection against age-related macular degeneration 
conferred by a common polymorphism in complement factor B. Montes T, 
Tortajada A, Morgan BP, Rodríguez de Córdoba S, Harris CL. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 2009 Mar 17;106(11):4366-71. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19255449 
Complement factor H variants I890 and L1007 while commonly associated with 
atypical hemolytic uremic syndrome are polymorphisms with no functional 
significance. Tortajada A, Pinto S, Martínez-Ara J, López-Trascasa M, 
Sánchez-Corral P, de Córdoba SR. Kidney Int. 2012 Jan;81(1):56-63. doi: 
10.1038/ki.2011.291. Epub 2011 Aug 31. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21881555 
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Resumen: 
Mutaciones y polimorfismos en genes del complemento están asociados 
con  enfermedades raras como aHUS y DDD u otras más frecuentes como la 
AMD, implicando la desregulación del complemento en la patogénesis. 
Partiendo de proteínas purificadas, y empleando diversas aproximaciones 
experimentales como ensayos de interacción, funcionales y hemolíticos, hemos 
llevado a cabo la caracterización funcional de algunas de estas variantes. Por 
un lado, los polimorfismos comunes de CFB Arg32Trp/Gln y CFH Val62Ile, 
asociados con un menor riesgo para AMD, o aHUS, DDD y AMD, 
respectivamente. Por otro lado, las variantes raras de CFH Ser890Ile / 
Val1007Leu, asociadas en repetidas ocasiones con aHUS, DDD y AMD. 
Los datos obtenidos han demostrado que las variantes fBGln32 y fHIle62 son 
protectoras porque reducen la activación de la AP, modulando la actividad 
global del complemento. Ambas variantes protectoras afectan a la afinidad con 
C3b, pero de manera opuesta. El fBGln32 tiene menos afinidad por C3b lo que 
afecta a la formación de convertasa, mientras que el fHIle62 presenta más 
afinidad por C3b, lo que resulta en una mayor capacidad reguladora. Estos 
resultados explican las bases moleculares de la asociación protectora con las 
enfermedades, aportando información sobre los mecanismos patogénicos. 
Además, hemos comprobado que las consecuencias funcionales de estas y 
otras variantes son aditivas, influyendo de manera drástica en la actividad del 
complemento, y en la susceptibilidad frente a diversas patologías. En el estudio 
de las variantes Ser890Ile / Val1007Leu de fH, los ensayos realizados 
demuestran que estos cambios no tienen consecuencias funcionales que 
afectan a la capacidad reguladora de  fH. Además, los datos genéticos y 
clínicos sugieren que estos cambios deben ser considerados como 
polimorfismos, y sin una asociación particular con patología. 
El conocimiento de las consecuencias funcionales de todas estas variantes, 
puede resultar útil tanto en la predicción del riesgo, como en las estrategias 
terapéuticas frente a las enfermedades causadas por la desregulación del 
complemento. 
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1. Purificación y caracterización estructural de 
complejos convertasa de C3 de la vía alternativa. 
Las convertasas de C3 son los elementos más importantes en las cascadas 
de activación del complemento. Son complejos bimoleculares de naturaleza 
muy inestable que catalizan la hidrólisis del componente C3 a C3b, que actúa 
como señalizador permitiendo la activación del complemento sobre las 
superficies extrañas. C3b actúa también como cofactor para la serín proteasa 
fB, cuyo complejo constituye la convertasa de C3 de la AP. Esta convertasa, al 
generar más C3b, resulta crucial al amplificar la activación y por tanto, la 
respuesta efectora del complemento. La formación de la pro-convertasa de C3 
de la AP, C3bB, y su conversión a convertasa activa, C3bBb, requiere de una 
secuencia de pasos en la que se dan interacciones proteína-proteína y la 
activación proteolítica por la serín proteasa fD. Además, resulta necesario que 
se dé un cambio conformacional sobre fB para su correcta proteólisis y 
activación.19
Dada la importancia de este complejo en la respuesta del complemento, su 
actividad está estrictamente regulada. El regulador P estabiliza los complejos, 
promoviendo la activación del complemento sobre superficies de patógenos y 
células apoptóticas.13 Los reguladores DAF, fH, CR1 y MCP aceleran su 
disociación y/o participan en la proteólisis de C3b, evitando, de este modo la 
activación inespecífica y el daño sobre los tejidos propios. Las alteraciones que 
afectan a la formación y estabilidad de la convertasa, y que conducen a la 
excesiva o insuficiente activación de la AP del complemento, pueden conducir 
a situaciones de predisposición con patología.11 Entender cómo se forman 
estos complejos y cómo están regulados es, por tanto, esencial. Para abordar 
este objetivo hemos establecido una colaboración con el grupo del Dr. Oscar 
Llorca, expertos en técnicas de microscopía electrónica (ME) y procesamiento 
de digital de imágenes. 
Partiendo de proteínas purificadas, bien sea de plasma (C3b) o 
recombinantes (fB) hemos reconstituido in vitro complejos pro-convertasa, 
C3bB, y convertasa de C3, C3bBb. La interacción de los componentes se 
realizó en condiciones que favorecen la estabilidad de los complejos, y en 
todos los casos con un exceso de fB. Posteriormente, las muestras se 
repurificaron mediante columnas de exclusión por tamaño, lo que nos permitió 
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eliminar el exceso de fB. Las fracciones conteniendo los complejos fueron 
identificadas con anticuerpos monoclonales específicos mediante western blot. 
Además, seleccionamos aquellas fracciones con una movilidad 
correspondiente a un mayor tamaño y más enriquecidas en complejos 
convertasa. Las muestras fueron depositadas sobre rejillas de carbón, tratadas 
para la correcta adsorción de la muestra, y posteriormente observadas por ME, 
tras el protocolo de tinción negativa. Las imágenes individuales de los 
complejos aislados se clasificaron por distintos métodos de procesamiento 
digital de imagen. Estos métodos permiten separar grupos de imágenes 
idénticas correspondientes a la misma vista de la molécula, y el promedio de 
este subgrupo homogéneo de imágenes permite obtener unas medias, cuya 
relación señal/ruido es mucho mayor que en las partículas individuales. Con las 
diferentes medias, que representan las diferentes orientaciones de una misma 
molécula sobre la rejilla, se reconstruyen modelos tridimensionales. Estos 
modelos nos sirven para obtener información estructural a nivel 
macromolecular, pero también es posible integrar los mapas a resolución 
atómica para identificar interacciones entre los dominios de los componentes.
1.1. Análisis de los modelos propuestos de C3bB y C3bBb. 
La formación de C3bB requiere el catión Mg2+ en condiciones fisiológicas, 
resultando un complejo inestable con una rápida disociación espontánea. El 
empleo del catión Ni2+ permite aumentar la estabilidad de C3bB hasta 10 veces 
sin que con ello se pierda actividad.37 Gracias a esto, el rendimiento en la 
purificación de complejos C3bB(Ni2+) estables fue lo suficientemente alto como 
para obtener una gran cantidad de imágenes de partículas individuales. La 
reconstrucción del modelo tridimensional se calculó mediante metodologías de 
refinamiento angular con los datos de estas imágenes. 
La integración de las estructuras resueltas a resolución atómica de fB y C3b 
en el modelo a media resolución del complejo C3bB estabilizado con Ni2+, 
muestra aspectos claves en la formación de la convertasa. La estructura de 
C3b encaja inequívocamente en el modelo tridimensional, permitiéndonos 
identificar cada dominio de C3b. Sin embargo, el volumen adicional observado 
en los complejos C3bB(Ni2+), correspondiente al fB, presenta una forma muy 
distinta a como lo hace fB en solución, observado a una resolución similar. La 
estructura compacta y cerrada del fB libre es claramente incompatible con la 
estructura de fB en el complejo, sugiriéndonos que la molécula se abre en el 
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complejo pro-convertasa C3bB, e implicando que el fB sufre un cambio 
conformacional al unirse a C3b, como ya se había sugerido.37 Dada la limitada 
resolución de mapa obtenido por ME, no es posible definir la estructura a alta 
resolución del fB en la conformación abierta. Para intentar modelar esta 
estructura en el complejo, asumimos que los fragmentos de fB se podían 
encajar por separado, tal como se dividen en condiciones fisiológicas en el 
proceso de formación de la convertasa, es decir, como Bb y Ba. Empleando un 
software y estableciendo criterios que respetaban la estructura primaria de la 
proteína, modelamos la orientación de los dominios de fB en el volumen. Sin 
embargo, a la vista de la estructura a resolución atómica de la pro-convertasa, 
en presencia de Ni2+, resuelta por cristalografía en 2010, el modelo propuesto 
inicialmente no fue el correcto. El dominio desplazado en el cambio 
conformacional de fB es SP y no Ba habíamos deducido, mientras que los 
dominios vWA y los tres SCRs de Ba apenas varían su posición respecto a la 
configuración soluble y cerrada.156 La estructura de la pro-convertasa ha sido 
fundamental para complementar la información en nuestro modelo. Por otro 
lado, el modelo de pro-convertasa por ME es totalmente compatible con la de 
cristalografía, apoyando la evidencia del cambio conformacional observado en 
fB (figura 17.A).  
En cuanto a la interacción entre los componentes fB y C3b, comprobamos 
en el modelo de convertasa que el dominio vWA de fB contacta con el dominio 
C345c de C3b, dejando el sitio MIDAS orientado hacia C3b. El otro punto de 
contacto importante se vio entre el dominio de fB desplazado y C3b a nivel de 
α-NT y CUB. Los dominios de C3b, C345c, α-NT y CUB ya se habían 
propuesto como las regiones de unión a fB.19 El modelo de C3bB(Ni2+) 
propuesto, no sólo confirma estas interacciones, representa una demostración 
física de la hipótesis de la necesidad de un cambio en la estructura de fB para 
formar una convertasa activa, aportando por primera vez una evidencia 
experimental de ese cambio conformacional. 
El paso de una conformación globular cerrada del fB soluble, a otra abierta, 
tal como la encontramos en el modelo de C3bB(Ni2+), debería ser suficiente 
para generar los cambios en los dominios de fB implicados en la activación de 
la enzima. La región linker de unión de los dominios vWA y Ba debe 
recolocarse favoreciendo que se den, al menos, dos eventos esenciales. 
Primero, el sitio de corte, situado en la región que conecta vWA y el SCR 3 de 
Ba, ha de colocarse de manera expuesta y accesible para fD. Segundo, el 
desplazamiento de la hélice αL, perteneciente también al linker, fuera del 
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dominio vWA, permitiendo que vWA adopte una configuración funcional. Todo 
ello, hará posible la formación de una convertasa activa. 
Figura 17. Complejos convertasa de C3 de la AP. A) Composición de la pro-convertasa 
de C3 de la AP entre los datos del modelo de ME y de cristalografía (PDB ID 2XWB). La 
molécula de fB en conformación abierta, con el dominio SP desplazado, encaja muy bien 
en el modelo tridimensional (coeficiente de correlación de 0.87).156 B) Estructura a 
resolución atómica de CVFB en el que el fB se encuentra en conformación cerrada (PDB 
ID 3HRZ).157 Este complejo resulta muy similar al observado por ME (II). I y II son 
imágenes medias de partículas únicas de los complejos CFVB (I) y C3bB279Gly(Mg2+) (II). 
En este último es posible reconocer todos los dominios de fB. C) Estructura atómica de la 
convertasa de C3, C3bBb, estabilizada con SCIN (PDB ID 2WIN).159 Estos datos son 
totalmente compatibles con los resultados obtenidos por ME de C3bB279Gly(Mg2+). Se 
muestra una vista del modelo tridimensional (I) y una imagen media seleccionada (II).
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Con el fin de confirmar estos resultados y aproximarnos más a las 
condiciones fisiológicas aislamos y resolvimos la estructura de complejos C3bB 
en presencia de Mg2+. Para ello, utilizamos el mutante de fB Asp279Gly, 
diseñado por mutagénesis, que alarga la vida media del complejo y es activado 
correctamente por fD.30 Con este diseño, observamos una mayor cantidad de 
moléculas de C3b aisladas, pero la forma característica y la orientación 
predominante de esta molécula permitió eliminar este grupo de imágenes en la 
clasificación inicial. Esto nos dejó una galería de imágenes cuya reclasificación 
y cálculo de medias mostró la existencia de dos configuraciones diferentes para 
el complejo C3bB279Gly en presencia de Mg2+.
En la configuración predominante (65%), el fB se presenta en una 
conformación abierta, de manera idéntica a como aparece en el modelo para 
C3bB(Ni2+), y está próximo a C3b. En la minoritaria (35%) el fB tiene una 
conformación cerrada y la estructura es similar a la del fB nativo en solución. 
En esta configuración, el fB queda proyectado hacia fuera, con el dominio SP 
alejado del complejo. El fragmento Ba, que fue posible identificarlo en algunas 
de las medias obtenidas, se localiza plegado hacia los dominios vWA y SP de 
fB, pero contactando también con C3b. En esta configuración de la pro-
convertasa, Ba parece interaccionar con los dominios α-NT, MG 2, MG 7 y 
CUB. Se había propuesto que la interacción entre C3b y fB se realiza mediante 
dos puntos discretos de unión en fB. Uno en el dominio vWA del fragmento Bb 
y otro en los SCRs de Ba.25, 30 La existencia de esta configuración es una 
prueba más de estas afirmaciones.
Coincidiendo con el desarrollo y publicación de este trabajo, otros autores 
dieron a conocer la estructura atómica del fB estabilizado con CVF.157 CVF 
(cobra venom factor) es un componente del veneno de cobra, homólogo a C3b, 
que forma complejos convertasa solubles muy estables en presencia del catión 
Mg2+.158 La estructura de CVFB resulta muy similar a la de C3bB279Gly(Mg2+) 
con el fB en conformación cerrada (figura 17.B). En CVFB se dan 
interacciones específicas entre Bb y el dominio C345c, mientras que Ba 
contacta con diferentes dominios de CVF (α-NT, MG 2, MG 6, MG 7 y CUB), de 
igual forma a lo descrito en nuestro modelo de pro-convertasa. Sin embargo, el 
fB se encuentra en conformación cerrada, y es incompatible con el corte 
proteolítico por fD para formar C3bBb. Probablemente esta sea la razón de la 
baja tasa de activación encontrada en el complejo CVFB en comparación con 
el complejo C3bB. Para explicar estos resultados, los autores sugieren la 
existencia de dos estados funcionales diferentes de la pro-convertasa en un 
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equilibrio dinámico. CVFB representa un estado de asociación de la pro-enzima 
anterior al de una enzima activada. El modelo obtenido de ensamblaje de la 
C3bB279Gly(Mg2+), se ajusta perfectamente a esta hipótesis. 
El fB se une a C3b en un complejo que tiene dos configuraciones, o estados 
coexistentes. Uno en el que fB está abierto y puede ser activado (el empleo de 
Ni2+ favorece este estado) y otro en el que fB está cerrado, que se mantiene 
por las interacciones entre los dominios vWA y Ba con C3b, y con el dominio 
SP proyectado hacia afuera. Esta configuración ha de representar un estado de 
reconocimiento inicial entre fB y C3b. La coexistencia de las dos 
conformaciones de fB en el complejo C3bB279Gly(Mg2+) implica que el cambio 
conformacional no es necesario para la correcta unión estable dominio vWA a 
través del sitio MIDAS al dominio C345c, y que esta puede ser inducida tras el 
primer contacto entre fB y C3b. Después de la unión a C3b, las dos 
conformaciones de fB coexisten en un equilibrio o transita de la cerrada a la 
abierta para ser activado por fD y formar la convertasa activa. 
La purificación y resolución de la estructura de complejos convertasa C3bBb 
por ME, nos sirve para ampliar estos resultados y tener una visión más global 
del mecanismo de formación y activación de la convertasa de C3 de la AP. 
Para ello, reconstituimos complejos convertasa en presencia de Mg2+
empleando de nuevo, el mutante estable fB279Gly. Las imágenes revelaron que 
el fragmento Bb se mantiene unido al dominio C345c de C3b por el dominio 
vWA, quedando el dominio SP proyectado fuera del complejo. Esta 
configuración resulta similar a la que encontramos en el complejo 
C3bB279Gly(Mg2+), en el estado de asociación o de reconocimiento inicial, con el 
fB en conformación cerrada. La ausencia del fragmento Ba, tanto en los 
western blot de las fracciones en la repurificación como en la reconstrucción 
tridimensional posterior, descarta la posibilidad de una contaminación de 
complejos pro-convertasa, e indica que esta configuración es exclusiva de la 
convertasa activa.
En el modelo C3bBb279Gly(Mg2) identificamos inequívocamente los dominios 
C345c, vWA y SP, que aparecen como tres puntos de densidad situados en 
tándem. Observamos cómo la densidad correspondiente al dominio SP adopta 
varias posiciones al proyectarse del complejo (como consecuencia, la masa de 
esta densidad y el volumen se ven reducidos). Según este modelo, sugerimos 
que el fragmento Bb, unido a C3b, es flexible, probablemente debido a la 
ausencia otros sitios de unión, aportados por Ba y SP en las conformaciónes 
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de la pro-convertasa. El dominio SP en el modelo C3bBb279Gly(Mg2), no 
contacta con C3b, dejando el sitio catalítico accesible para acomodar el 
sustrato C3. Tras la publicación de estos resultados se resolvió la estructura a 
resolución atómica de la convertasa C3bBb estabilizada con SCIN.159 SCIN
(Staphylococcal complement inhibitor) es una proteína bacteriana dirigida 
contra las convertasas de C3. Se une a convertasas activas, C3bBb y C4b2a, 
depositadas en la superficie de la bacteria previniendo la opsonización y la 
fagocitosis. Para ello, SCIN secuestra los complejos convertasa y los 
estabiliza.160 La estructura a resolución atómica de C3bBb estabilizado con 
SCIN es totalmente compatible a la de la convertasa que proponemos en 
nuestro modelo (figura 17.C). En ambos, el complejo convertasa se mantiene 
únicamente por la unión de vWA de Bb al dominio C345c de C3b. Con el sitio 
MIDAS en estado de alta afinidad interaccionando con C3b. Y en el otro 
extremo de fB, el dominio catalítico SP, se coloca alejado del complejo sin 
contacto alguno con C3b. 
Por otro lado, los autores sostienen que las variaciones de posición en el 
dominio C345c se deben a la propia flexibilidad de la molécula en esta 
región.159 Este hecho contribuye muy probablemente al efecto observado en las 
imágenes medias del complejo C3bBb279Gly(Mg2) y que nosotros atribuimos a la 
flexibilidad del fragmento Bb. Esta libertad de posicionamiento podría aportar a 
Bb el movimiento necesario para que el centro catalítico en el dominio SP, que 
se mantiene alejado del complejo, pueda aproximarse al sitio de corte en C3. 
1.2. Mecanismo de activación de la convertasa de C3 de la vía 
alternativa. 
Gracias a la combinación de la alta resolución por cristaloografía de rayos X 
y los estudios a media resolución por ME, ha sido posible reinterpretar algunos 
de nuestros datos iniciales, y hemos podido extraer varias conclusiones 
importantes. El siguiente apartado tratará de describir el mecanismo de 
ensamblaje y activación de la convertasa de C3 de la AP. 
En un primer contacto entre los dos componentes de la convertasa de C3 
de la AP, fB se une a C3b a través del dominio vWA y los 3 SCRs de Ba. El 
sitio MIDAS de vWA interacciona con el dominio C345c de C3b adoptado un 
estado de alta afinidad, que será importante también para la actividad de la 
convertasa. El fragmento Ba se une en sitios específicos de C3b como α-NT, 
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MG 7 y CUB, que se reorganizan tras la activación de C3. Lo que es muy 
importante para la especificidad de la unión. Sólo C3b puede formar convertasa 
y no C3. Aunque Ba no forma parte de la convertasa activa, es esencial en la 
formación y regulación del complejo. La pro-convertasa, C3bB, en este estado 
de reconocimiento inicial en el que el sitio de corte por fD está inaccesible (fB 
en conformación cerrada), transita a un estado en el que la pro-convertasa 
puede ser activada (fB en conformación abierta). El equilibrio entre estas dos 
configuraciones tiende al estado de activación de la pro-convertasa y supone 
un cambio conformacional en fB (figura 18). 
El dominio vWA y los SCRs 1-3 de Ba se mantienen interaccionando con 
C3b en el mismo sitio mientras que el dominio SP rota casi 90° abriendo la 
molécula de fB. El reordenamiento del dominio SP, genera los cambios en la 
región que conecta los dominios vWA y SP que desbloquean el sitio de corte 
de fD, que estaba enterrado en el dominio vWA, interaccionando con las 
hélices αL y α7 del linker y vWA respectivamente. El sitio de corte queda de 
este modo expuesto. fD interacciona únicamente con el fB en conformación 
abierta, uniéndose a los nuevos sitios generados tras el cambio conformacional. 
El fragmento Ba que está muy próximo al dominio vWA, se libera tras el corte 
proteolítico, llevándose también la hélice αL de la región linker, incorporada en 
el núcleo de vWA. Con esto, la hélice α7 de vWA se posiciona correctamente lo 
que afecta a la colocación del dominio SP. Este dominio vuelve a reorientarse a 
la posición donde lo encontramos en la convertasa C3bBb, sin contactar con 
C3b (figura 18). El reordenamiento de SP y la flexibilidad que confiere el 
dominio C345c de C3b al fragmento Bb, le permite acomodar y cortar el 
sustrato C3. 
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Figura 18. Ensamblaje y activación de la convertasa de C3 de la vía alternativa. La 
figura describe la secuencia de eventos que tienen lugar desde la interacción de los 
componentes C3b y fB hasta la formación del complejo C3bBb. fB inicialmente se une a C3b 
en conformación cerrada a través de lod dominios Ba y vWA. Posteriormente ocurre un 
cambio conformacional en el que la molécula de fB se abre, y el dominio SP contacta a nivel 
del dominio CUB de C3b. Elll cambio conformacional permitirá que se exponga el sitio de 
corte de fD, entre los dominios SCR 3 y vWA. El corte por fD libera el fragmento Ba para 
generar la convertasa activa C3bBb. El dominio SP se reorienta quedando alejado del 
complejo que se mantiene por la interacción entre los dominios vWA de fB y C345c de C3b. 
Los modelos de fB, C3b, de la pro-convertasa en conformación cerrada y de la convertasa, 
se han obtenido a partir de las estructuras atómicas filtradas a 30 Å de resolución. El modelo 
para la pro-convertasa en conformación cerrada se construye posicionando el fB libre en la 
estructura de la convertasa.21, 24, 159 El modelo para la pro-convertasa con el fB en 
conformación abierta se obtiene de la reconstrucción tridimensional de las imágenes por ME. 
Los dominios de fB para este complejo se han modelado según los datos estructurales de 
Forneris et al.157
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1.3. Modelo de estudio para reguladores, residuos asociados 
con patología y diseño de terapias. 
La estructura de los complejos convertasa puede aportar también aspectos 
fundamentales de los mecanismos de regulación, además, ofrece una base 
sobre la que estudiar las consecuencias funcionales de residuos importantes y 
de mutaciones asociadas con patología. 
El modelo propuesto encaja con la situación de ciertos residuos, cuyo 
estudio por mutagénesis y ensayos de interacción y funcionales muestran su 
implicación en la formación, estabilidad o regulación de la convertasa. Las 
mutaciones ganancia de función de fB Asp279Gly, Phe286Leu y Lys350Asn, 
están asociadas con la patología aHUS ya que aumentan la formación de 
complejos convertasa y por lo tanto la activación del complemento. Asp279Gly 
y Lys350Asn generan además convertasas mucho más estables.90, 161 Estos 
residuos están localizados cerca del sitio MIDAS, en la región de interacción 
vWA-C345c lo que correlaciona con las consecuencias funcionales de estas 
sustituciones y respalda el importante papel del sitio MIDAS en el 
mantenimiento de la estructura de la convertasa. 
Por el contrario, residuos alejados del sitio MIDAS, situados en las hélices 
α4/5 de vWA, influyen de algún modo en la unión con reguladores 
(principalmente DAF y CR1).29 Según el modelo, esta región no interacciona 
con C3b y está orientada al exterior del complejo. La mutación ganancia de 
función asociada a aHUS, Lys323Glu, cerca de esta región y también expuesta 
al medio, no afecta a la formación de pro-convertasa o la estabilidad de la 
convertasa. Sin embargo, sí la hace más resistente a la disociación por DAF y 
fH.90 Todo ello, sugiere que esta región de fB interacciona exclusivamente con 
los reguladores y es crítica en la función de aceleración de disociación de la 
convertasa. 
Por otro lado, existen evidencias de que DAF, para ejercer su función, se 
une en dos sitios diferentes del complejo convertasa al interaccionar con Bb (en 
el dominio vWA) y con C3b. Además, solo actúa disociando la convertasa, no la 
pro-convertasa.44 El modelo apoya el concepto de los dos sitios de unión de 
DAF. Uno en la superficie expuesta de vWA, respaldado por los estudios de 
mutagenesis29 y los datos estructurales, y otro en C3b, probablemente en la 
región que ocupa el dominio SP en la pro-convertasa una vez abierto fB, es 
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decir, en el dominio CUB. Este dato explicaría la necesidad del corte de Ba, 
que induce la recolocación de SP, para que DAF pueda unirse a C3b y ejercer 
su función. 
Hemos visto que otros dominios de C3b como α-NT y CUB intervienen y 
tienen un papel importante en el mecanismo activación de la convertasa. α-NT 
participa en el reconocimiento inicial por Ba, lo que correlaciona con estudios 
de mutagénesis que muestran como la sustitución de ciertos residuos en α-NT 
afecta negativamente a la formación de la pro-convertasa.162 Del mismo modo, 
el polimorfismo de fB Arg32Trp/Gln situado en Ba, tiene consecuencias que 
afectan a la formación del complejo y explican aspectos de su asociación con 
las patologías. Los detalles de las bases de esta asociación se explican más 
adelante en la caracterización funcional de este polimorfismo. El dominio CUB 
de C3b interacciona con el fragmento Ba y el dominio SP de fB durante la 
formación y estabilización de la pro-convertasa. El sitio de corte que inactiva 
C3b a iC3b está localizado en el dominio CUB, además, tras la inactivación 
este sufre una gran reorientación junto con el dominio TED, lo que explica por 
qué fB no puede formar un convertasa con la molécula inactivada, iC3b.163
Desde el punto de vista de la patología, los modelos estructurales pueden 
aportar una información muy útil a la hora de explorar estrategias terapéuticas. 
No debemos olvidar los distintos mecanismos patogénicos en los que 
interviene el complemento, que se dan en las enfermedades asociadas: en 
aHUS, la inadecuada regulación en superficies celulares propias, lleva a la 
autolesión del endotelio glomerular mediada por la vía lítica; en DDD, la 
hipocomplementemia persistente y el depósito de fragmentos activados en la 
GMB; y en AMD, la acumulación de proteínas activadas en el RPE junto con un 
ambiente pro-inflamatorio parecen ser fenómenos de gran importancia en la 
patogénesis. Sin embargo, el evento desencadenante común a todos ellos es 
la activación del complemento. De ahí, que las nuevas estrategias terapéuticas 
tengan como objetivo prevenir la formación de elementos claves de las 
cascadas proteolíticas, evitando la activación del complemento, la progresión 
hacia la vía lítica y la liberación de anafilotoxinas. Estas terapias deben tener 
en cuenta, por otro lado, el balance entre la supresión de la desregulación 
asociada a la patología, y comprometer la defensa y la inmunidad mediada por 
el complemento.164
Aunque existen muchos inhibidores que actúan específicamente sobre el 
complemento y se están llevando a cabo numerosos estudios clínicos, solo 
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unos pocos se han llegado a comercializar. Eculizumab (Soliris®), un anticuerpo 
monoclonal humanizado dirigido contra el componente C5, es uno de los más 
significativos. Eculizumab impide la activación de C5 a C5b y C5a, y la 
formación del complejo lítico MAC y representa el único tratamiento aprobado 
frente a la hemoglobinuria paroxística nocturna, una anemia hemolítica 
mediada por la acción del complemento.165 En la actualidad se están llevando a 
cabo estudios clínicos con eculizumab en una variedad de condiciones, entre 
ellas aHUS, DDD y AMD. (www.clinicaltrials.gov) y muy recientemente se ha 
aprobado el uso de eculizumab, tanto en Estados Unidos como en Europa, 
para el tratamiento del aHUS.166 El tratamiento con eculizumab está resultando 
muy eficaz en estos pacientes, donde parece recuperar el recuento plaquetario, 
mejorar la función renal durante la recurrencia antes y después del trasplante y 
previene los estados pro-trombóticos.165 En DDD el uso de este medicamento 
debe ser considerado cuidadosamente, ya que el papel de la activación de C5 
en la patogénesis no está tan claro, aunque si se ha comprobado una 
reducción de la inflamación en ensayos con ratones.165 Un inhibidor del 
complemento con muy buenas perspectivas de aplicación clínica es compstatin, 
un péptido que impide el corte proteolítico de C3 a C3b, previniendo cualquier 
activación del complemento y reduciendo también el efecto pro-inflamatorio. 
Análisis funcionales y de interacción, combinado con un enfoque estructural y 
de modelado computacional han permitido diseñar análogos de compstatin 
mucho más potentes (hasta una capacidad de inhibición de más de 250 veces 
mayor que el compuesto original), que actualmente se están ensayando en el 
tratamiento de la AMD (POT-4®).167
Las nuevas terapias como el eculizumab han cambiado el modo de actuar 
frente a las enfermedades asociadas al complemento. La realidad es que están 
salvando vidas, por lo que su valor es indiscutible, y en poco tiempo se prevé la 
aprobación de nuevos tratamientos para estas enfermedades. Sin embargo, 
debido a su mecanismo de acción, la eficacia del sistema del complemento en 
la respuesta frente a infecciones se ve comprometida. La susceptibilidad frente 
a determinadas infecciones aumenta, en particular por Neisseria meningitidis y 
los pacientes deben vacunarse antes de empezar el tratamiento.164 El diseño 
terapias más selectivas y más efectivas se beneficia enormemente del 
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la activación y la 
desregulación mediada del complemento. En este sentido explorar la formación 
del complejo convertasa de C3 de la AP como diana terapéutica puede ser 
interesante. El desafío radica en encontrar el equilibrio para lograr una 
inhibición del complemento y prevenir el daño sin menoscabar las funciones de 
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protección; y al mismo tiempo, en dirigir la terapia de forma localizada sin 
inhibir de forma sistémica el complemento. Ya existen varios proyectos en 
desarrollo que bloquean específicamente la vía alternativa.168, 169 Nuestro grupo, 
trabajando conjuntamente con el de la Dra. Mercedes Domínguez del Instituto 
de Salud Carlos III, ha desarrollado un anticuerpo monoclonal contra epítopos 
del fragmento Ba de fB. El anticuerpo es capaz de inhibir específicamente la 
formación de la convertasa de C3 de la AP, y actualmente estamos llevando a 
cabo una caracterización en profundidad de este anticuerpo, evaluando la 
capacidad de modular la activación el complemento, para valorar su interés 
terapéutico. 
Partiendo de los modelos estructurales de la convertasa de C3 de la AP, se 
han planteado otros estudios con una aplicación clínica potencial, como son los 
complejos con P, C3-Nef y el propio C3b en la convertasa de C5. 
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2. Identificación de variantes de riesgo en el gen CFH
asociadas con patología. 
2.1. El polimorfismo Tyr402His de CFH en AMD. 
AMD es la principal causa de ceguera en los países industrializados y 
supone un impacto personal y socio económico inmenso. Los estudios 
epidemiológicos muestran que los factores de riesgo más fuertes son la edad, 
el tabaquismo y el componente genético.170
Diferentes estudios apuntan a la desregulación del sistema del 
complemento como factor importante en el desarrollo de la AMD. Existen 
evidencias clínicas como la presencia de componentes activados del 
complemento en las drusas.105, 171 En las genéticas encontramos una 
asociación con componentes del complemento como CFH, CFB, C2, C3 y la 
deleción de CFHR1 y CFHR3.107, 139 Por otra parte, esta idea está apoyada por 
el hecho de que AMD comparte cierta asociación genética y algunas 
características clínicas con DDD, cuyo mecanismo patogénico está basado en 
la desregulación de la AP del complemento.170
El gen CFH, y concretamente el polimorfismo Tyr402His, representa el 
factor de riesgo genético más importante de predisposición a AMD. En 
portadores homocigotos His402, el riesgo aumenta hasta más de 7 veces 
según diferentes estudios casos-controles, mientras que individuos 
heterocigotos tienen un riesgo intermedio para la enfermedad.110-112 A pesar de 
la asociación genética, cómo contribuye este polimorfismo en la patología de 
AMD se desconoce. Además de este, y de un polimorfismo protector, se han 
identificado otras variantes asociados a AMD en regiones no codificantes de 
CFH, que probablemente estén afectando a los niveles de expresión de fH.172
Nuestro propósito ha sido la caracterización del polimorfismo de riesgo 
Tyr402His de CFH en el contexto de AMD, su identificación en portadores y su 
influencia en la expresión de fH. Para abordar esta cuestión, hemos contado 
con la colaboración de los Dres. Claire Harris y Paul Morgan de la universidad 
de Cardiff. Se ha generado un anticuerpo monoclonal (MBI-7), reactivo contra 
fH y fHL-1 y dirigido específicamente contra las variantes His402. Este 
anticuerpo, en combinación con otro no especifico que reconoce el fH total, nos 
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permite cuantificar la contribución de cada alelo de fH, Tyr402 e His402, en 
individuos heterocigotos. Además, hace posible detectar el estatus del 
polimorfismo Tyr402His en cada individuo. 
Según los resultados obtenidos, no existen diferencias en los niveles de fH 
respecto a una población control que puedan influir en la patología AMD. En 
cambio, si ponen de manifiesto el efecto que tiene la edad al aumentar los 
niveles de fH en plasma, y la alta variabilidad en la expresión de esta proteína, 
confirmando estudios previos.50 Por otra parte, el polimorfismo Tyr402His no 
parece influir a la expresión de CFH. Aunque en individuos heterocigotos 
Tyr402His los niveles de fH son mayores entre pacientes AMD, no 
encontramos una expresión diferencial específica para cada alelo Tyr402 e 
His402. En este grupo de pacientes AMD, ambos alelos se expresan más que 
en el grupo sano, hecho que consideramos irrelevante pues estos mayores 
niveles entre pacientes no se encuentran cuando se comparan los otros dos 
grupos, homocigotos Tyr402 y homocigotos His402. Este dato, aunque no 
parece tener más importancia necesitaría ser explorado en otras poblaciones y 
en contexto con otros factores que afectan a los niveles de fH, como el tabaco. 
El uso de MBI-7 nos ha permitido identificar portadores del alelo His402 de 
CFH de predisposición a AMD, y si está presente en una o dos copias. El 
análisis genético confirmó en todos los casos el fenotipo obtenido mediante el 
uso del anticuerpo MBI-7. El conocimiento del estatus polimórfico Tyr402His, 
supone una información valiosa para el paciente. Aporta una evaluación más 
precisa del riesgo y puede ayudar en la prevención de otros factores de 
predisposición a AMD. El tabaquismo, por ejemplo, un factor fácilmente 
modificable, es la causa ambiental con mayor contribución en AMD y tiene un 
efecto dosis-respuesta.173 Además, se ha visto una interacción genotipo-
fenotipo con la variante His402 de CFH, que eleva el riesgo para AMD.174, 175 El 
estudio AREDS (Age-related eye macular disease study) ha demostrado una 
interacción genotipo-tratamiento que afecta directamente a este polimorfismo. 
El tratamiento de pacientes de AMD con concentrados nutricionales de 
antioxidantes suplementados con zinc reduce significativamente el desarrollo 
de la enfermedad a estadios avanzados. En comparación con el placebo, la 
progresión a AMD se reduce en un 68% en individuos homocigotos Tyr402, 
mientras que en pacientes homocigotos para el alelo de riesgo, la progresión 
se reduce solamente en un 11% de los casos.176
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El diseño de mejores terapias de prevención y de tratamiento en el ámbito 
de la AMD está avanzando día a día. Por lo tanto, el contar modelos predictivos 
fiables de evaluación del riesgo, y las herramientas necesarias para el 
diagnóstico tiene un gran valor potencial. Más aun cuando se trata de 
enfermedades tan extendidas como AMD, donde impacto socioeconómico es 
altísimo. En un estudio en los Estados Unidos el coste socio-económico 
causado por la AMD seca y húmeda es de unos 30 mil millones de dólares 
anuales. A esto hay que añadirle que el número de casos aumenta cada año, 
debido principalmente al envejecimiento de la población. Actualmente una de 
cada tres personas mayores de 75 años padecerá AMD, y en una de cada diez 
progresará a estadios tardíos y neovasculares.177 Frenar el avance de la 
enfermedad en la población, aunque solo sea en un mínimo porcentaje, supone 
un beneficio a nivel personal y económico enorme. En este sentido, nuestro 
laboratorio sigue ampliando el conocimiento respecto a la asociación del 
polimorfismo Tyr402His con AMD. Recientemente, hemos demostrado que la 
variante de riesgo His402 está en desequilibrio de ligamiento con un alelo de 
del gen CFHR1 y forman parte de un haplotipo que se extiende desde CFH e 
incluye los genes CFHR3 y CFHR1. Los diferentes haplotipos descritos de CFH
correlacionan con los tres alelos descritos de CFHR1, existiendo uno protector 
(que incluye la deleción ∆CFHR1-3), uno de riesgo (que incluye el SNP 
Tyr402His) y otro neutro para AMD (pero de riesgo para aHUS, confirmando 
una vez más la relación genotipo-fenotipo). Con estos datos se ha desarrollado 
un modelo de predicción de riesgo para AMD, basado en los polimorfismos de 
CFB y ARMS2 y las variantes alélicas de CFHR1, con una sensibilidad 
aproximada del 70%.178
2.2. Variantes cuantitativas de fH asociadas a aHUS. 
Dada la alta frecuencia alélica de la variante His402 de CFH en la población 
occidental (entre el 30 y el 40% según la base de datos del National Center of 
Biotechnology Information), podemos aplicar el anticuerpo MBI-7 en campos en 
los que el fH tiene especial interés, aunque no exista una asociación con el 
polimorfismo Tyr402His. 
La desregulación de la AP es probablemente la principal causa en la 
patología aHUS, y más de la mitad de los pacientes presentan alteraciones que 
afectan de una u otra manera a esta vía del complemento. La penetrancia 
incompleta del aHUS indica que las alteraciones en las proteínas del 
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complemento confieren una predisposición a la enfermedad, y que la 
confluencia con otros factores genéticos o ambientales es determinante en el 
desarrollo del aHUS.84
Aproximadamente un 30% de las alteraciones son mutaciones en el gen 
CFH.84 De estas, la mayoría son mutaciones puntuales en los dominios de C-
terminal que afectan a la capacidad de fH de unirse a las superficies celulares 
de los tejidos propios, mientras que otras influyen en los niveles de fH en el 
plasma, produciendo deficiencias parciales y disminuyendo la capacidad 
reguladora sobre la AP.92 No es fácil establecer un criterio en cuanto al nivel de 
fH que nos indique la existencia de una deficiencia. El rango en la expresión de 
esta proteína es muy amplio, como ya hemos visto, lo que puede enmascarar 
deficiencias de fH en heterocigosis.  
Para determinar el impacto de estas variantes cuantitativas de fH en 
predisposición a aHUS, diseñamos un ensayo en el que empleamos 
anticuerpos específicos de las variantes Tyr402 (MBI-6) e His402 (MBI-7) de fH. 
Este ensayo nos ha permitido identificar alelos nulos y de baja expresión en el 
gen CFH. Puesto que solamente nos podemos centrar en los individuos 
heterocigotos Tyr402His, es razonable pensar que en individuos homocigotos 
haya también alelos de baja expresión. Pero que permanecen ocultos por su 
estatus homocigótico y por amplio rango de variación en los niveles de fH. 
Estudiando los individuos heterocigotos Tyr402His, no detectamos alelos 
nulos o de baja expresión entre una población de individuos sanos, pero sí en 
el grupo de pacientes aHUS. Es interesante señalar que, en todos los casos, el 
alelo de baja expresión identificado es el de la variante His402 de CFH. Aunque 
este polimorfismo no tiene una asociación particular con aHUS, no siendo así 
para AMD y DDD donde supone un factor de riesgo importante,133 no podemos 
obviar este hecho, y es algo que tenemos en cuenta para futuras 
investigaciones. 
En dos de los casos, H90 y H169, la baja expresión del alelo de fH se 
confirma con la presencia de mutaciones segregando con los bajos niveles de 
fH. Las mutaciones Cys853Arg y Cys1218Arg en los pacientes H90 y H169 
respectivamente, no descritas con anterioridad, afectan a cisteínas 
conservadas y son responsables de la ausencia de fH en plasma. Sin embargo, 
estos cambios no afectan a la expresión de fHL-1, lo que explica las trazas 
siempre detectables en la cuantificación alelo-especifica. Hecho que se 
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confirmó al observar el patrón de expresión de fH y fHL-1 mediante western 
blot con el anticuerpo MBI-7 en el que detectamos únicamente la proteína fHL-
1. Como consecuencia de esta deficiencia parcial, estos pacientes presentan 
niveles bajos de fH, en el rango bajo de variación de los niveles de fH total, lo 
que ha de generar unas condiciones de susceptibilidad para el desarrollo de 
aHUS.121, 179 Las mutaciones identificadas segregan en la familia de los 
pacientes con la deficiencia parcial de fH en plasma, y son el único factor de 
riesgo encontrado, aunque no descartamos la existencia de otros factores 
adicionales. 
El caso del paciente H29 es de especial interés. Este individuo es portador 
de una mutación en un alelo de CFH, y en el otro, un alelo de baja expresión 
cuya causa está aún por identificar. El patrón de expresión de fH y fHL-1 por 
western blot muestra que la baja expresión solo afecta a fH, que no llega a ser 
total, pero no a la isoforma fHL-1 que incluso se ve aumentada. La proteínas fH 
y fHL-1 comparten un mismo origen de replicación y región promotora en CFH, 
y están traducidas a partir de transcritos maduros diferentes.71 Una posibilidad 
que explique este patrón de expresión es que la mutación responsable esté 
alterando regiones reguladoras del splicing alternativo (probablemente 
adyacentes al exón 10), pero el análisis genético en regiones intrónicas no ha 
mostrado ninguna variación de secuencia. Por otro, lado, el hecho de que la 
expresión de ambas proteínas esté regulada de manera diferente,74 complica la 
situación y hace más difícil encontrar una causa para este patrón anómalo de 
expresión de fH y fHL-1. El paciente H29, es portador además de una mutación 
en CFH, Arg1210Cys, que se ha visto asociada con aHUS en varias ocasiones 
y que reduce la capacidad reguladora de fH sobre superficies, pero no en fase 
fluida.126, 127, 180-182 Gracias al estudio familiar, hemos comprobado que la 
segregación de la mutación Arg1210Cys está ligada al alelo Tyr402 de CFH. El 
caso índice hereda este alelo mutado por vía paterna, y por vía materna, el 
alelo de baja expresión en la variante His402 de CFH. La hermana, también 
heterocigoto Tyr402His, hereda la mutación Arg1210Cys pero un alelo His402 
de expresión normal, y está sana. Este hecho ilustra cómo el alelo de baja 
expresión es determinante para el desarrollo de la enfermedad en portadores 
de la mutación Arg1210Cys. 
Desde la publicación de estos resultados se han incluido otros pacientes 
aHUS en este ensayo, y se ha podido detectar una deficiencia parcial del alelo 
His402 de fH en más casos (figura 19). El paciente H143 es portador de una 
mutación nula (c.89insA) que produce un cambio en el marco de lectura y 
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genera una proteína truncada, por lo que la deficiencia de fH y fHL-1, ambas 
variantes His402, es total. El paciente H196 porta una mutación de cambio de 
aminoácido (Glu847Val), aunque aún no ha sido posible determinar si este 
cambio se encuentra en el alelo Tyr402 o His402 de CFH y establecer una 
asociación con la baja expresión. Ambos casos, H143 y H196, tienen niveles 
bajos de fH y son portadores además, del polimorfismo de riesgo MCPggaac, que 
está asociado a aHUS e influye en la severidad cuando hay otros factores, 
como es la deficiencia parcial en estos casos.130
Figura 19. Cuantificación alelo-específica de pacientes aHUS Tyr402His. El empleo 
del anticuerpo MBI-7, específico de la variante His402 de fH, en combinación con otro que 
reconoce el fH total, nos permite detectar aquellos individuos con deficiencias parciales de 
fH. En todos los casos la deficiencia afecta al la variante His402 de fH (y a las variantes 
His402 de fH y fHL-1 en el caso del paciente H143). En los cinco pacientes se han 
identificado mutaciones en el gen CFH. Mutaciones cambio de aminoácido (azul) en H29 
(Arg1210Cys), H90 (Cys853Arg), H169 (Cys1218Arg) y H196 (Glu847Val); y una mutación 
nula (rojo) en H143 (c.89insA). En H90, H143 y H169, las mutaciones explican la baja o 
nula expresión de la proteína, pero en el caso de H29 no se ha encontrado una causa 
genética. En el paciente H196 no se a determinado en qué alelo de fH se encuentra la 
mutación Glu847Val, y por lo tanto si causa o no la deficiencia de fH. 
El anticuerpo MBI-7, y la técnica para identificar alelos de baja expresión 
aquí descrita, está siendo de gran utilidad para estudios similares. Johnson et 
al asocian una mutación de CFH (Tyr899Asp) a los bajos niveles de fH 
detectados en estos portadores. Algo únicamente posible mediante 
cuantificaciones alelo-específicas. Heterocigotos compuestos portadores de 
esta y otra mutación que afecta a la capacidad reguladora sobre superficies, 
son los únicos enfermos de aHUS.183 Este estudio, como el caso descrito 
previamente de H29, resalta una vez más la importancia de la presencia de 
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varios factores de riesgo, incluidas las deficiencias parciales de fH, en un 
mismo individuo para el desarrollo de aHUS. 
Las deficiencias de fH no siempre se deben a mutaciones en cisteínas 
conservadas o a proteínas truncadas de fH, y suponen una característica 
patológica que necesita ser puesta en evidencia. Herramientas como el 
anticuerpo MBI-7 proporcionan una nueva vía desde la que se pueden hallar 
respuestas para el aHUS. Una aplicación clínica del uso de este anticuerpo es 
la identificación de alelos de baja expresión de fH, ya que se trata de factores 
de riesgo cuantificables que debemos añadir a la lista de factores de 
predisposición a aHUS. Lista, que por otro lado sigue incompleta, ya que en 
muchos de los casos no se ha detectado una causa que justifique el 
desequilibrio de la AP característico de esta enfermedad. La identificación de 
nuevos factores aporta una información que puede complementar la 
información genética existente, y viceversa. Actualmente usamos esta técnica 
para detectar estos alelos en pacientes aHUS, previo genotipado del 
polimorfismo Tyr402His, y adelantarnos así, en la búsqueda de las posibles 
mutaciones responsables. 
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3. Caracterización funcional de polimorfismos en genes 
de CFB y CFH asociados con patología. 
3.1. Polimorfismos Arg32Trp/Gln CFB y Val62Ile de CFH. 
La desregulación del complemento es un desencadenante muy importante 
en el desarrollo ciertas patologías. La activación excesiva y no específica 
produce el daño tisular, y la liberación de anafilotoxinas genera estados 
inflamatorios. Existen numerosos factores, genéticos y no genéticos, que 
pueden causar una perdida de función en los reguladores, o bien, una ganancia 
de función en los componentes, lo que conduce a la desregulación del 
complemento.184, 185 Partiendo de esta idea de mecanismo patológico, el 
escenario que resulta de invertir estas alteraciones, es decir, una ganancia de 
función reguladora o una perdida funcional en componentes, debe conducir a 
una sobrerregulación y una menor activación del sistema del complemento. Se 
genera así, una situación que puede ser también potencialmente dañina en 
determinadas circunstancias; por ejemplo, en caso de infección si el 
complemento no se llega a activar. Sin embargo, este estado donde la 
capacidad efectora del complemento queda mermada, puede resultar 
beneficioso, y tener un carácter protector, en un contexto donde la activación 
descontrolada es la característica patológica, tal y como se asume que sucede 
en aHUS, DDD y AMD.184, 185 Existen polimorfismos comunes en el 
componente del complemento fB y en el regulador fH que confieren protección 
para estas enfermedades, y estudios previos han sugerido que actúan de este 
modo.136, 148 Esta idea, ha sido en realidad, nuestra hipótesis de trabajo para 
investigar la caracterización funcional de los polimorfismos Arg32Trp/Gln de 
CFB y Val62Ile de CFH. Para ello, hemos trabajado conjuntamente con los 
grupos del los Dres. Claire Harris y Paul Morgan. 
La variante fB-Gln32 está fuertemente asociada con un menor riesgo para 
AMD,142, 143 mientras que la variante fH-Ile62 lo está para aHUS, DDD y AMD.95, 
109 Ambos polimorfismos se localizan en regiones esenciales para su actividad 
funcional. Arg32Trp/Gln se sitúa en el dominio Ba de fB, cuyo papel en el 
ensamblaje de la pro-convertasa y en el reconocimiento inicial de C3b resulta 
crucial, como ya ha quedado patente con anterioridad. En el caso de fH, el 
polimorfismo Val62Ile se localiza en el domino SCR 1, en un sitio de unión a 
C3b, y en una región que abarca las funciones reguladoras de actividad 
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cofactora de fI y de aceleración de la disociación de la convertasa (SCRs 1-
4).58, 60
Partiendo de proteínas purificadas de cada una de las variantes de los 
polimorfismos Arg32Trp/Gln de CFB y Val62Ile de CFH, diseñamos una serie 
de experimentos con el fin de describir las diferencias funcionales de estas 
variantes comunes, y comprender su asociación con las distintas 
enfermedades. 
3.1.1. Caracterización funcional del polimorfismo Arg32Trp/Gln de 
CFB.
La variante protectora para AMD, fBGln32, se comporta en un ensayo 
hemolítico disminuyendo la lisis, al compararla con la variante más común, 
fBArg32. Los ensayos de interacción muestran que la variante fBGln32 une C3b 
con menos afinidad, y como consecuencia, forma menos complejos pro-
convertasa y genera menos actividad hemolítica. La variante BTrp32, presenta 
una interacción y una actividad intermedias. Estas diferencias pudieron 
observarse también con proteínas recombinantes y fragmentos aislados de Ba. 
La tasa de disociación espontánea del complejo C3bB es, por el contrario, la 
misma para los distintos residuos del polimorfismo. 
El mecanismo subyacente del efecto protector de la variante fBGln32 en AMD, 
se debe a una pérdida de función de uno de los componentes claves de la AP. 
La alteración no influye directamente en la actividad enzimática de la 
convertasa, sino en la capacidad de formar pro-convertasa, lo que reduce 
cuantitativamente la función de las convertasas, y por lo tanto, la amplificación 
de la cascada del complemento. De acuerdo con estos resultados, un estudio 
de asociación ha mostrado que el cambio Trp32 de CFB confiere protección 
para AMD (OR=0,64).186 El menor riesgo asociado a este cambio del 
polimorfismo, se ajusta perfectamente a la pérdida funcional, intermedia entre 
fBArg32 y fBGln32, que se ha caracterizado para esta variante, fBTrp32. 
El mapa estructural de fB sitúa el aminoácido Arg32 (séptima posición en la 
proteína madura) en un fragmento desestructurado del extremo N-terminal del 
dominio Ba.24 Las diferencias funcionales observadas atribuyen un papel 
importante a este residuo en el reconocimiento inicial de C3b, cuya región de 
interacción puede ser deducida gracias a los conocimientos estructurales del 
complejo C3bB. 
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3.1.2. Caracterización funcional del polimorfismo Val62Ile de CFH. 
El diseño experimental para la caracterización del polimorfismo Val62Ile se 
llevó a cabo en base a las diferentes funciones de fH: actividad cofactora de fI y 
aceleración de la disociación de la convertasa de C3, mediadas en gran 
medida por la capacidad de fH de unión a C3b. De la interacción entre fH y C3b, 
también depende la competición con fB por el ligando, C3b, para controlar la 
formación de la pro-convertasa de C3. 
La sustitución Val62Ile en el SCR 1 de fH incrementa la afinidad por C3b lo 
que se traduce en una ganancia de función reguladora. fHIle62 actúa como 
cofactor de fI más eficientemente que fHVal62, lo que genera una mayor 
inactivación de C3b a iC3b. fHIle62 impide la formación de pro-convertasa en 
mayor medida que Val62, gracias a una mayor competición con fB. Los efectos 
se observaron de forma similar, en diseños experimentales en fase fluida o 
sobre superficies celulares, tanto con proteínas purificadas como en ensayos 
hemolíticos. Por el contrario, la función de aceleración de la disociación de la 
convertasa no se ve afectada y ambas variantes son comparables.
Cada uno de los cuatro dominios SCR de la región N-terminal de fH está 
implicado en la actividad reguladora.58, 72 Estos resultados indican que las 
regiones que participan en la actividad cofactora de fI y de aceleración de la 
disociación, son probablemente diferentes, y al mismo tiempo solapantes. El 
sitio de interacción del dominio SCR 1 de fH con C3b, que se ve afectado por el 
polimorfismo Val62Ile, no influye directamente en la disociación del complejo 
C3bBb. Desde un punto de vista estructural (se ha cristalizado el complejo 
C3b-fHSCR1-4), el residuo Val62 no está localizado en la zona de interacción 
entre fH y C3b, sino en el núcleo hidrofóbico del dominio SCR 1, y podría influir 
en su estabilizacion.155 Los estudios de resonancia magnética de esta región 
demuestran, de hecho, pequeñas perturbaciones en la termoestabilidad, así 
como la pérdida de puentes de Hidrógeno con residuos adyacentes en la 
sustitución Val62Ile.135 En este sentido, las pequeñas perturbaciones 
estructurales se ajustan a las modificaciones observadas de la actividad 
funcional de fH. Como se verá más adelante, estas variaciones influyen en la 
cascada de activación y pueden verse amplificadas por la suma de otras 
variaciones como las del polimorfismo de fB. 
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3.1.3. Influencia de los polimorfismos en el complemento e 
implicaciones patológicas. 
Arg32Trp/Gln de CFB y Val62Ile de CFH son polimorfismos comunes por lo 
que es relativamente frecuente encontrar individuos con las distintas 
combinaciones de estas proteínas, a las que denominamos complotipos. 
Ensayos funcionales con proteínas purificadas han mostrado cómo los 
complotipos de las variantes de fH y fB se comportan de manera aditiva, como 
se predice de su actividad individual. Si las variantes funcionan en el mismo 
sentido, como en este caso, reduciendo la actividad del complemento, el efecto 
en la actividad global se ve amplificado. El complotipo protector, fBGln32 fHIle62, 
es hemolíticamente mucho menos activo, el parámetro EC50 aumenta en más 
del doble comparado con el complotipo más común, y más activo, fBArg32 fHVal62. 
Recientemente, se ha caracterizado a nivel funcional el polimorfismo de C3, 
Arg102Gly, cuya variante Gly102 confiere predisposición a DDD y AMD.133, 150
Este polimorfismo influye sobre la eficiencia reguladora de fH, como cofactor de 
fI. C3Gly102 une fH con menos afinidad, disminuyendo la inactivación a iC3b e 
incrementando el nivel de activación del complemento. Cuando se combina 
este polimorfismo de C3 con los aquí descritos de fB y fH, el resultado es una 
modificación drástica de la capacidad de activación de la AP del complemento. 
La actividad hemolítica del complotipo menos activo, fBGln32 fHIle62 C3Arg102, que 
incluye las variantes protectoras de fB y fH, es mucho más baja. El parámetro 
EC50 es casi seis veces mayor que el del complotipo más activo, fBArg32 fHVal62
C3Gly102, que incluye la variante de riesgo de C3 (figura 20).187
C3
Gl
y1
02
C3
Ar
g1
02
fB
Ar
g3
2
fB
Gl
n
32
fH
Va
l6
2
fH
Ile
62
KDa
150
100
50
75
Gel coomassie
C3
Gl
y1
02
C3
Ar
g1
02
fB
Ar
g3
2
fB
Gl
n
32
fH
Va
l6
2
fH
Ile
62
fBGln32 fHVal62 C3Arg102
EC50: 288nM fB
fBArg32 fHVal62 C3Gly 102
EC50: 50nM fB
A)
1 10 100 1000
0
20
40
60
80
100
fB [nM]
%
 
He
m
ól
is
is
%
 
He
m
ól
is
is
B)
DISCUSIÓN 
80 
Figura 20. Efecto de las variantes polimórficas de C3, fB y fH en la actividad 
hemolítica de la AP.187 A) Muestras purificadas de ambas variantes de fBArg32Gln fHVal62Ile
C3Arg102Gly empleadas en el ensayo hemolítico. B) Ensayo hemolítico en el que se  
comparan las variantes de mayor actividad: fBArg32 fHVal62 C3Gly102, con las de menor 
actividad de la AP: fBGln32 fHIle62 C3Arg102. Partiendo de muestras purificas y suero 
deplecionado de C3, fB y fH, se preparan eritrocitos recubiertos de ambas variantes de 
C3b. Sobre estos eritrocitos se realiza un ensayo de actividad cofactora de fI con las dos 
variantes de fH, con el fin de inactivar el C3b depositado sobre los eritrocitos. 
Posteriormente se forma una convertasa empleando ambas variantes de fB, a diferentes 
concentraciones, y fD. La lisis de los eritrocitos es dependiente de la AP, y resulta 
proporcional tanto al efecto de la actividad cofactora como a la cantidad de convertasa 
formada. El parámetro EC50 representa la concentración efectiva para obtener un 50% de 
lisis. En este ensayo se comparan las combinaciones de variantes, o complotipos, con 
actividades más extremas, el resto de combinaciones dan lugar a actividades hemolíticas 
intermedias. 
Los polimorfismos Arg32Trp/Gln de CFB y Val62Ile de CFH, frecuentes en 
población, tienen consecuencias funcionales al modular ligeramente la AP del 
complemento, haciéndola menos activa. En enfermedades como aHUS, DDD y 
AMD, donde la activación del complemento es una característica patológica, 
esto supone una ventaja, de ahí que portadores de estos cambios tengan 
menos riesgo a desarrollar las enfermedades. La variante Ile62 de CFH tiene 
un papel protector en aHUS, DDD y AMD porque es mejor regulador del 
complemento que la variante Val62. La clara correlación genotipo-fenotipo 
existente entre CFH y estas patologías podría contrastar con la asociación 
protectora de Val62Ile. Sin embargo, la ganancia de función reguladora, a nivel 
de la actividad cofactora y de competición con fB observada en fase fluida y 
superficies, explica el efecto protector en patologías asociadas tanto a una 
deficiencia de fH e hipocomplementemia (DDD), como a una desregulación 
restringida en las superficies celulares (aHUS). 
En el caso del polimorfismo Arg32Gln de CFB, la variación funcional afecta 
a la formación del complejo central de la activación del complemento en plasma, 
la convertasa de C3 de la AP. Sin embargo, no está claro porqué la asociación 
protectora parece ser específica de AMD y no influir en otras enfermedades 
relacionadas con la desregulación del complemento, como aHUS y DDD. Los 
mayores niveles plasmáticos de productos activados del complemento (C3a, 
C3d, Ba y C5b-9) encontrados entre pacientes AMD, indican una desregulación 
sistémica del complemento. A pesar de este componente sistémico, la retina 
parece especialmente sensible a los efectos de la activación y el daño tisular se 
manifiesta localmente y de forma tardía.188 No debemos olvidar aquellos 
procesos patogénicos en los que el complemento se ve implicado. La 
composición de las drusas, cuya aparición, por otra parte aún desconocida, 
está muy ligada al desarrollo y la gravedad de la AMD, implica procesos locales 
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de inflamación y particularmente de activación del complemento por la AP en la 
retina.105 Cabe recordar aquí otros factores de riesgo muy asociados a AMD, 
como el polimorfismo de CFH Tyr402His, cuya implicación en la patología 
podría aportar  claves en relación a los mecanismos patogénicos de la AMD. 
Según investigaciones recientes la variante His402 de fH ve muy reducida su 
interacción con ligandos pro-inflamatorios, como las proteínas modificadas por 
malondialdehidos (MDA), generados en diversas patologías incluyendo la AMD 
de manera local en el coroide, membrana de Bruch y las drusas. En las 
superficies modificadas con MDA el fH resulta anti-inflamatorio, y por tanto, 
portadores de la variante His402 de CFH ven reducida esta capacidad 
contribuyendo a la patogénesis de la enfermedad.189 Teniendo en cuenta 
procesos como estos, las diferencias funcionales a nivel sistémico podrían 
tener un efecto significativo a nivel local en la retina, explicando también la 
especificidad de las asociaciones. 
En el desarrollo de patologías como aHUS, DDD y AMD el papel del 
complemento es cada vez más evidente, y su implicación está determinada por 
el equilibrio entre la activación y la regulación. La suma de diferentes factores, 
como el efecto de las mutaciones y los polimorfismos, la presencia de 
autoanticuerpos, los niveles de proteína y la influencia de factores ambientales 
entre otros, inclina el balance global hacia la activación. Desde el punto de vista 
patogénico, cada uno de ellos es importante y debe ser tenido en cuenta, 
especialmente en enfermedades multifactoriales como aHUS, DDD y AMD. Los 
resultados aquí descritos, tratan de mostrar cómo los polimorfismos comunes 
de fB y fH son funcionales, y modulan este equilibrio hacia una menor 
activación y una mayor regulación. Aunque las diferencias en la actividad son 
sutiles, la propia naturaleza del complemento se encargará de amplificar estos 
efectos. Y lo que es más importante, las variaciones funcionales en reguladores 
y componentes son aditivas, tal como se ha comprobado en las combinaciones 
de los polimorfismos de fB, fH y C3. El complotipo aquí descrito está 
representado por variantes comunes en tres proteínas del complemento, 
pudiendo extenderse a polimorfismos en otras proteínas y a otras variables 
como los niveles de expresión, pudiendo amplificar aún más el impacto 
funcional. Un determinado complotipo puede cambiar drásticamente las 
características de las cascadas de activación del complemento, y establecer un 
nivel de actividad sistémica que determine en el individuo portador, un mayor o 
menor riesgo frente a las enfermedades asociadas al complemento. Del mismo 
modo, los complotipos pueden explicar la penetrancia incompleta observada en 
patologías como aHUS y DDD, e incluso, influir en la severidad con que se 
DISCUSIÓN 
82 
presentan. Además, estas diferencias funcionales van a tener influencia en 
otros contextos. Heredar un  polimorfismo o complotipo menos activo (fBGln32
fHIle62 C3Arg102) puede resultar beneficioso en enfermedades crónicas 
inflamatorias, pero al mismo tiempo conferir predisposición frente a infecciones 
al reducir el grado de opsonización y lisis por la vía terminal. 
Gracias a la caracterización funcional de los polimorfismos protectores 
Arg32Trp/Gln de CFB y Val62Ile de CFH es posible entender la base molecular 
de la asociación genética con aHUS, DDD y AMD. Estos datos aportan 
información sobre los mecanismos patogénicos de estas enfermedades, que no 
se comprenden completamente, y pueden tener aplicaciones clínicas concretas. 
La identificación de portadores de estos polimorfismos y complotipos va a ser 
de gran importancia en la predicción del riesgo y en la mejora del diagnóstico 
en aquellos desordenes en los que el complemento está implicado. 
Los datos funcionales también pueden contribuir en el diseño de terapias 
dirigidas más eficaces, que tienen como objetivo restablecer el equilibrio de la 
actividad del complemento. La fuente de proteínas del complemento con uso 
terapéutico está limitada a la plasmaféresis o a la infusión de plasma. Es por 
esto que los reguladores naturales del complemento, se han considerado como 
estrategia terapéutica desde los primeros pasos en las terapias de inhibición 
del complemento. Existen formas solubles de C1-Inh (comercializado para el 
tratamiento del angioedema hereditario como Cinryze®), CR1 (que se ha 
llegado a probar en humanos), MCP, DAF, CD59 y fH.164 El tratamiento con 
concentrados de fH purificado es una terapia, actualmente en desarrollo, con 
una aplicación potencial en aHUS y DDD,190 y en 2007 fue designado como 
medicamento huérfano por la Agencia Europea del Medicamento.191 Paul N. 
Barlow y colaboradores han logrado producir fH recombinante en células de 
Pichia pastoris con completa actividad funcional. Estos mismos autores 
proponen su uso terapéutico, así como el diseño y la producción de variantes 
con mayor capacidad reguladora.192 La variante Ile62 de fH, siendo un 
regulador más efectivo que la variante Val62, debería resultar más beneficiosa 
al suplementarla de forma externa en pacientes que presenten factores que 
conducen a la desregulación de la AP. 
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3.2. Caracterización de las variantes Ser890Ile y Val1007Leu 
de CFH e implicaciones en patología. 
Hoy en día, la búsqueda de mutaciones y polimorfismos en CFH y otros 
genes del complemento en pacientes de aHUS, DDD y AMD, se ha convertido 
en una práctica habitual. Los clínicos reclaman cada vez más la información 
proveniente de los estudios genéticos. En muchos de los casos, la 
identificación de las mutaciones condiciona no solo la prognosis, también las 
decisiones clínicas en el tratamiento y el consejo genético ofrecido al paciente y 
a sus familiares. De ahí, la importancia del diagnóstico genético, sin embargo, 
existe la necesidad de obtener información adicional que apoye la relación 
causal entre la alteración y las enfermedades asociadas. 
En colaboración con las Dras. Pilar Sánchez Corral y Margarita López 
Trascasa se ha caracterizado a nivel genético y funcional las variantes de fH 
Ser890Ile y Val1007Leu, que se han encontrado repetidamente en el registro 
español de pacientes de aHUS y DDD. Estas variantes se habían asociado a 
aHUS en otras poblaciones caucásicas y se habían descrito como 
polimorfismos raros asociados a AMD.89, 111, 193, 194 La particular correlación 
genotipo-fenotipo entre determinadas variaciones genéticas de CFH y las 
distintas enfermedades asociadas contrasta con la situación de los cambios 
Ser890Ile y Val1007Leu, lo que hacía interesante su investigación. Los 
resultados que se discuten a continuación, indican que estos cambios son en 
realidad variantes polimórficas que no influyen en la capacidad reguladora de la 
proteína fH. 
En primer lugar, el estudio familiar de segregación seguido en dos de los 
casos de aHUS, muestra que Ser890Ile y Val1007Leu no son alteraciones 
aisladas, sino cambios que segregan en el mismo alelo, formando parte de un 
mismo haplotipo de CFH. El haplotipo en el que están presentes estos cambios 
contiene la variante His402, que es más frecuente en pacientes con DDD y 
AMD. Por otra parte, está descrita una alta frecuencia alélica de las variantes 
Ile890 (rs515299) y Leu1007 (rs534399) de CFH en poblaciones subsahariana 
(0,267; 0,317) y afroamericana (0,455; 0,591). Esto sugiere que el haplotipo de
CFH que incluye estas variaciones tiene un origen evolutivo común, 
probablemente en el continente africano, y que se está introduciendo en la 
población caucásica. El hecho de encontrar en uno de los pacientes una 
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combinación de este y otro haplotipo, indica que se trata además, de cambios 
genéticos ancestrales. 
El haplotipo en el que se localizan los cambios Ile890 Leu1007 incluye el 
polimorfismo de riesgo His402, lo que nos permitió comprobar, en aquellos 
pacientes heterocigotos Tyr402His, una expresión normal del alelo. Empleando 
columnas inmovilizadas con el anticuerpo MBI-7, fuimos capaces de separar y 
purificar la variante de fH Ile890 Leu1007 para realizar el estudio funcional. 
Ninguno de los ensayos mostró alteraciones funcionales en la actividad 
reguladora de la variante de fH Ile890 Leu1007. La interacción con C3b 
depositado en superficie, la actividad cofactora de fI en fase fluida y actividad 
reguladora global, probada en un ensayo hemolítico, resultaron normales y 
equivalentes a las de la variante Ser890 Val1007. La localización de estos 
cambios, SCR 15 y 17 respectivamente, concuerda con la ausencia de 
alteraciones funcionales ya que no se trata de regiones funcionalmente 
relevantes, como pueden ser los SCRs 1-4 o los SCRs 19-20.68
Por último, si observamos la historia clínica de los pacientes portadores de 
los cambios Ile890 Leu1007, encontramos factores adicionales que están 
relacionados con las enfermedades. Todos ellos están bien caracterizados, y 
se trata de factores de riesgo asociados a las enfermedades y pueden ayudar a 
explicar el desarrollo de la patología en cada caso. Los pacientes H54 y H97 
portan en homocigosis el alelo de riesgo para aHUS, MCPggaac, que reduce los 
niveles de este regulador en la superficie celular.130 H97 presenta, además, una 
mutación en fI, Cys86Tyr, que produce una deficiencia parcial de esta enzima 
en el plasma. El paciente H142 es portador, en el mismo alelo que la variante 
Ile890 Leu1007, del reordenamiento que da lugar al gen híbrido CFH::CFHR1. 
Esta alteración reduce la capacidad reguladora de la AP sobre las superficies 
celulares, tal como se ha mostrado también en los ensayos funcionales, y 
confiere susceptibilidad para aHUS.78 El paciente de DDD, GN3, es positivo 
para C3-Nef, que resulta crucial en el desarrollo de esta enfermedad. Además, 
el haplotipo en el que están incluidos los cambios Ile890 Leu1007 está, de 
hecho, incrementado en pacientes DDD y AMD ya que contiene el polimorfismo 
de riesgo His402, muy asociado a estas enfermedades.95, 133 En el paciente 
aHUS, H244, no se han detectado otros factores de riesgo. Este individuo es 
de origen subsahariano, lo que apoya la conclusión del origen evolutivo del 
haplotipo y el hecho de que sea portador. A todo ello, debemos añadir que 
ambos cambios también fueron encontrados juntos, tanto en familiares sanos 
de los pacientes, como en individuos sanos de una población control. 
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Del análisis genético, de los resultados funcionales y de los datos clínicos 
extraídos en esta investigación, concluimos que los cambios Ser890Ile y 
Val1007Leu encontrados en CFH pueden ser considerados polimorfismos sin 
consecuencias funcionales, y sin una asociación particular con las patologías 
aHUS, DDD y AMD. La caracterización de los cambios Ile890 Leu1007 en fH, 
explica además la situación que los relacionaba con enfermedades causadas 
por mecanismos patológicos diferentes, cuya correlación fenotipo-genotipo, 
destaca especialmente en las mutaciones sobre CFH. En este caso, los 
cambios Ile890 Leu1007 en CFH no implican una correlación con el fenotipo de 
los portadores. 
Desde el punto de vista clínico, la identificación de los factores de riesgo 
que predisponen a las patologías, ya sean mutaciones, polimorfismos, 
autoanticuerpos u otras alteraciones, va a simplificar la elección y la 
justificación del tratamiento, y también va a ayudar a definir el pronóstico del 
mismo. El genotipado de varios genes es por tanto fundamental, y la 
caracterización funcional de los cambios genéticos aporta una información 
adicional igualmente importante. Como sucede con Ser890Ile y Val1007Leu en 
CFH, que no tienen consecuencias funcionales, resulta crucial distinguir las 
mutaciones patológicamente relevantes de las que no lo son. Esta información 
afecta de manera directa a los pacientes portadores y a sus familiares, ya que 
va a permitir una evaluación más precisa de su enfermedad, centrando la 
atención en otros factores de riesgo, y plantear estrategias terapéuticas que 
estarán condicionadas por los datos genéticos y funcionales. 
aHUS, DDD y AMD son enfermedades multifactoriales por lo que el fenotipo 
en cada individuo puede ser muy variable. En la mayoría de los casos de aHUS 
y DDD la enfermedad aparece a una edad temprana y aunque muchos 
progresan hacia IRC, otros se recuperan totalmente.84, 195 La presencia de 
mutaciones, el tipo y el gen en que están localizadas, o la existencia de 
autoanticuerpos ayudan a definir la estrategia terapéutica, que va determinar el 
desarrollo de la enfermedad. En aHUS, se ha comprobado una correlación 
entre la mutación y la severidad; así, las mutaciones en CFH se asocian con 
una presentación más agresiva, mientras que los pacientes con mutaciones en 
MCP son los que tienden a evolucionar mejor.84 La infusión de plasma o la 
plasmaféresis son estrategias de primera línea para aHUS, donde ha 
conseguido reducir la mortalidad a la mitad, y también para el tratamiento de 
DDD. En general, pacientes aHUS con mutaciones en CFH, o autoanticuerpos 
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contra fH responden bien a esta terapia, pero no está tan claro que funcione en 
aquellos con mutaciones en MCP, ya que se trata de una proteína 
transmembrana.196 La eliminación de los autoanticuerpos o la proteína mutada, 
y el aporte de proteína funcional en el plasma, recupera la homeostasis del 
sistema y reduce el riesgo de remisión. Por la misma razón, en pacientes DDD 
que presentan deficiencia de fH o C3-Nef, la terapia con plasma está 
recomendada. Sin embargo, en ambas enfermedades la eficacia depende de la 
duración y la frecuencia del tratamiento, y los pacientes pueden terminar siendo 
plasma-dependientes.96, 196
A pesar de los tratamientos, aproximadamente la mitad de los casos aHUS 
y DDD evolucionan a IRC, lo que los convierte en candidatos para el trasplante 
renal. El inconveniente es que la elevada recurrencia tiene un efecto perjudicial 
en la supervivencia del órgano tras el trasplante, que se pierde en la mayoría 
de los casos, hasta en más del 80% en ambos tipos de pacientes.96, 196 El 
trasplante de órgano de donante vivo conlleva un gran riesgo para el paciente, 
considerando la elevada recurrencia, pero también para el donante, 
especialmente en el caso de existir parentesco.191 Evaluar la presencia de 
mutaciones o polimorfismos que ayuden a predecir este riesgo, justifica la 
importancia que tiene el genotipado del complemento también en el donante, 
pudiendo aportar información relevante para el desarrollo del tratamiento. En 
aHUS, de nuevo, se ha comprobado una correlación con el genotipo y los 
pacientes con mutaciones en MCP tienen menos recurrencias tras el trasplante 
renal, lo que puede deberse a que esta proteína se expresa mayoritariamente 
en riñón. En portadores de mutaciones en CFH el porcentaje de recurrencias y 
de rechazo es el más elevado y está contraindicado.197 El hígado es el principal 
órgano productor de fH por lo que el trasplante renal en estos casos no evita la 
presencia de la proteína mutada en el plasma. Por este motivo, los trasplantes 
simultáneos de hígado-riñón persiguen por un lado restaurar la función renal, y 
por otro prevenir las recurrencias por la presencia de la proteína mutada. Los 
resultados están siendo muy prometedores y mejoran aún más cuando se 
combina con plasmaféresis pre-operatoria, infusiones de plasma durante la 
operación e inmunosupresores.198 La llegada de nuevas terapias más 
selectivas como los inhibidores del complemento (eculizumab o compstatin, 
entre otros que están en desarrollo), han planteado alternativas a los 
tratamientos tradicionales. Los excelentes resultados que hoy en día está 
generando el empleo del eculizumab, lo han convertido en el tratamiento de 
elección en aHUS.164, 195, 197
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 El análisis estructural de la convertasa de C3 de la AP aporta una información 
esencial para comprender los aspectos fundamentales del mecanismo de 
ensamblaje y activación de estos complejos. 
 El modelo de pro-convertasa (C3bB) revela la existencia de dos configuraciones 
de complejos pro-convertasa coexistiendo en equilibrio. Uno de ellos representa 
un estado de reconocimiento inicial de los componentes fB y C3b, en el que fB 
permanece en conformación cerrada. En el otro, el fB sufre un cambio 
conformacional, necesario para la activación de la molécula y la formación de una 
convertasa de C3 de la AP activa. 
 En el modelo de convertasa (C3bBb), el fragmento Bb permanece unido al 
complejo, a través del dominio vWA, contactando con el dominio C345c de C3b. 
El dominio SP queda proyectado fuera del complejo y adopta varias posiciones, lo 
que le permitirá acomodar el sustrato, C3. 
 Los modelos propuestos sirven como marco estructural en el estudio de residuos 
relevantes y con implicación en patología, que pueden afectar a la afectan a la 
formación y estabilidad de los complejos. Asimismo, estos modelos revelan 
aspectos importantes sobre el mecanismo de regulación de los complejos por DAF, 
pudiendo aplicarse también a otros reguladores. 
 Los niveles plasmáticos de fH no influyen en la predisposición a AMD, y el 
polimorfismo de CFH Tyr402His no parece afectar la expresión de esta proteína. 
Los resultados cuantitativos si ponen de manifiesto el amplio rango de variación 
de fH y la influencia de la edad en el aumento de la concentración plasmática de 
fH. 
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 El anticuerpo MBI-7 permite identificar portadores del polimorfismo de riesgo 
para AMD Tyr402His en CFH, y determinar el genotipo. Además, resulta útil en 
la cuantificación alelo-específica de fH en individuos heterocigotos Tyr402His. 
 El empleo de anticuerpos específicos del polimorfismo Tyr402His ha permitido 
detectar pacientes aHUS portadores de alelos nulos y de baja expresión, causados, 
aunque no en todos los casos, por mutaciones en el gen CFH. 
 Las variantes cuantitativas del gen CFH encontradas en pacientes aHUS, son 
factores de riesgo cuantificables adicionales para aHUS, y pueden determinar el 
desarrollo de la enfermedad. 
 La variante protectora fBGln32 tiene una menor actividad hemolítica, ya que 
presenta una menor afinidad por C3b en la formación de pro-convertasa y 
convertasa de C3, en comparación con la variante más común fBArg32. La variante 
fBTrp32 presenta una actividad intermedia. 
 La pérdida de función activadora en fB confiere protección para AMD debido a la 
menor capacidad de amplificación de la AP del complemento. 
 La variante de protección fHIle62 tiene mayor afinidad por C3b que la variante 
fHVal62, confiriéndola una mejor competición con fB en la formación de la pro-
convertasa, y actuando más eficientemente como cofactor de fI en la inactivación 
de C3b. 
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 Como mejor regulador de la AP en fase fluida y sobre superficies, la variante 
fHIle62 juega un papel protector en enfermedades asociadas a la desregulación de la 
AP (aHUS, DDD y AMD). 
 fB Arg32Trp/Gln y fH Val62Ile son polimorfismos funcionales cuyos efectos son 
aditivos, pudiendo modificar drásticamente la capacidad de activación de la AP y 
del sistema del complemento. 
 Los cambios Ser890Ile / Val1007Leu segregan juntos en un mismo haplotipo de 
CFH, sugiriendo un origen evolutivo común. 
 Las variantes Ile890 Leu1007 son polimorfismos sin consecuencias funcionales 
para la capacidad reguladora de fH, y sin una asociación particular con patología. 
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